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Studien tiber die Entwicklung der Chloroplasten 
bei Agapanthus umbellatus 


Von 


Gisela Grave 


» 
i 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster i. W. 


je 


Mit 27 Textabbildungen 
(Eingelangt am 22. Mai 1954) 


Seit der Wiederentdeckung der Granastruktur durch Heitz (1932, 1936) 
und Doutreligne (1935) ist der Feinbau der erwachsenen Chloroplasien 
mit direkten und indirekten Methoden eingehend bearbeitet worden. Hell- 
feldmikroskopisch konnte erkannt werden, da die scheibchenférmigen 
Grana in den Chloroplasien in zur Oberflache parallelen Schichten neben- 
einander und in Geldrollen iibereinander angeordnet sind (Heitz 1936, 
Strugger 1951). Polarisationsoptische Untersuchungen ergaben, da die 
Plastiden iiber die mikroskopisch sichtbare Schichtung hinaus aus ab- 
wechselnden Protein- und Lipoidlamellen aufgebaut sein miissen (Scarth 
1924, Kiister 1933, Menke 1934a,b, Weber 1936, Menke und Kiister 
1938 u. a.), und durch elektronenoptische Aufnahmen wurde diese La- 
mellierung zuerst in den Grana und neuerdings auch im Stroma direkt 
nachgewiesen (Frey-Wyssling und Miihlethaler 1949, Stein- 
mann 1952, Fineam, Sjéstrand und Steinmann 1953, Wolken und 
Schwaertz 1953, Cohen und Bowler 1953). Zusammenfassende Be- 
richte vom Stand der Strukturforschung geben Strugger (1951), Weier 
und Stocking (1952) und Frey-Wyssling (1953). 

In seinen letzten Arbeiten hat Strugger (1950, 1953, 1954a,b) die 
bislang auf die erwachsenen Chloroplasten beschrankte Strukturanalyse 
auch auf: die jungen Plastiden der meristematischen Zonen ausgedehnt. 
In den Meristemen der Blattbasen beobachtete er erstmalig, da sich die 
Proplastiden von den Chondriosomen durch den Besitz eines scheibchen- 
férmigen primiren Granums unterscheiden. Durch die Fesistellung, daf 
die Proplastiden verschiedener Pflanzen regelmafig auch in den Meri- 
stemen der Vegetationskegel ein solches primares Granum fiihren, ist die 
jahrzehntelang diskutierte Frage, ob sich die Plastiden aus Chondriosomen 
entwickeln oder nicht, endgiiltig entschieden worden (Literatur vgl. Strug- 
Protoplasma, Bd. XLIV/3 20 
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ger 1954a). Da sich die primaren Grana in den Proplastiden nach den 
Befunden von Strugger (1950, 1953, 1954a) und Boéing (1954) durch 
identische Reproduktion vermehren und vor jeder Proplastidenteilung eine 
solche Reproduktion stattfindet, ist auRer der Individualitat und Kontinui- 
tat der Plastiden auch die Kontinuitét der Grana in den meristematischen 
Zellen zur Diskussion gestellt. Es ist nun von Interesse, ob auch bei der 
Metamorphose, bei der Entwicklung vom monogranuliaren, teilungsfahigen 
Proplastiden zum ausgewachsenen, somatischen Chloroplasten eine Kon- 
tinuitat der Grana zu becbachten ist. Strugger (1954a) stellte bereits 
in der Ergriinungszone von Agapanthus eine verstirkte Granateilung fest, 
und Boing (1954) wies bei Helodea nach, da beim Ergriinen nach Etiole- 
ment die Sekundirgrana vom primiren Granum gebildet werden. Die 
vorliegende Arbeit soll zur Klarung dieser Frage beitragen. 

Da die wenigen in der Literatur vorliegenden Angaben iiber Fixation 
und Einbettung der Plastiden sehr widerspruchsvoll sind und bei den 
Proplastiden unzureichende Fixations- und Farbemethoden die Ursache 
vieler Fehldeutungen waren, muften eingehende methodische Unter- 
suchungen iiber die Wirkung von Fixation, Einbettung und Quellung auf 
die Struktur der Chloroplasten in verschiedenen Altersstadien der Struk- 
turanalyse voraus bzw. parallel gehen. Der methodische Teil nimmt des- 
halb in der vorliegenden Arbeit einen breiten Raum ein. 


Material und Optik 


Als Versuchspflanzen fiir die gesamie Arbeit dienten kraftige Exemplare von 
Agapanthus umbellatus L’Hérit. Die Pflanzen standen im Winter im Gewachshaus 
des Botanischen Gartens an ziemlich dunklem Standort, im Sommer in der Sonne 
oder an leicht beschatteten Platzen. Zum Vergleich wurden. vor allem bei den 
methodischen Untersuchungen, folgende Pflanzen herangezogen: Helodea, Sagit- 
taria spec. Chlorophytum comosum, Allium cepa, Dracaena deremensis, Impatiens 
parviflora, Pisum sativum, Stellaria media, Galinsoga quadriradiata, Ambulia 
heterophylla, Vallisneria gigantea. 

Beobachtet wurde mit dem binokularen Forschungsmikroskop von E. Leitz 
(Immersionsobjektive */12 Ol, A = 1,30 und 4/16 Fl. Ol, A = 1,32). Als Mikroskopier- 
lampe diente eine Niedervoltleuchte von Zeif-Winkel mit Blau- oder Griin- 
filter. Fluoreszenzoptische Untersuchungen wurden vereinzelt vergleichsweise heran- 
gezogen, aber nicht systematisch durchgefiihrt, da die zur Verfiigung stehende 
Ausriistung fiir diese schwierigen Untersuchungen nicht ausreichte. 

Die mikrophotographischen Aufnahmen wurden gréftenteils mit dem Panphot 
(Leitz) gemacht (Objektive wie oben, Periplan-Okular 8X). Fiir die Lebend- 
aufnahmen wurde die Leica (Miflex, Zeif®) benutzt. Die Vergréferung betrigt 
(mit Ausnahme der Abb. 20 u. 24) ~ 1600. Die Zeichnungen sind alle im gleichen 
Mafistab angefertigt (1 “= 0.5 cm). 


Die Wirkung der Fixation auf die Chloroplastenstruktur 


Die Analyse der Struktur der erwachsenen Chloroplasten ist lange Zeit 
fast ausschlieBlich an lebenden oder isolierten Chloroplasten gefiihrt wor- 
den. Nur vereinzelt finden sich in der Literatur Angaben iiber die Fixation 
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der Granastruktur, z. B. bei Zirkle (1927, 1928, 1929), Heitz (1936), 
Weier (1936a,b), Beauverie (1938), Dangeard (1944), De Rezende- 
Pinto (1948) und Strugger (1951). Die Arbeiten stimmen aber in ihren 
Ergebnissen nicht iiberein. Nur das bereits von A. Meyer (1883) emp- 
fohlene OsO, hat sich regelmafig als brauchbar erwiesen (Heitz 1936, 
Strugger 1951 u. a.). In den letzten Jahren ist es von Strugger (1951) 
und fiir elektronenoptische Untersuchungen wiederholt benutzt worden. 
Bei der Erforschung der Plastidenentwicklung fiihrte das gleichartige Ver- 
halien von Plastiden und Chondriosomen gegeniiber den ,,méthodes mito- 
chondriales* sowie ihre in den jiingsten Stadien sehr ahnliche GréRe und 
Gestalt zahlreiche Autoren zu der Ansicht, daB sich die Plastiden aus Chon- 
driosomen entwickeln. Um diese Ansicht zu widerlegen, benutzten andere 
Autoren, z. B. De Rezende-Pinto (1948), essigsdurehaltige Gemische, 
in denen sich die Chondriosomen auflésen, wahrend die Plastiden noch 
zu erkennen sind. Strugger (1950, 1953, 1954a) wies dann nach, daf 
das fiir die Proplastiden charakteristische primaére Granum sich nach Fi- 
xation mit OsO, und bei einigen Pflanzen auch nach Fixation mit dem 
Gemisch von Lewitzky darstellen la&t, wahrend es nach den anderen zur 
Chondriosomendarstellung benutzten Gemischen (Benda, Regaud) nicht 
zu sehen ist. Dieses Ergebnis zeigt, da& die Fixationsbilder noch kritischer 
beurteilt und standig mit dem lebenden Material verglichen werden miissen. 
Um die unterschiedlichen Resultate in der Literatur beurteilen und fixierte 
Praparate fiir die Analyse der Strukturentwicklung benutzen zu kénnen, 
wurden einige Fixationsmittel, besonders die in der Literatur angegebenen, 
gepriift und das Fixationsbild mit dem Aussehen der lebenden Plastiden 
verglichen (vgl. S. 286). 


Methodik 


Hand-Flachenschnitte oder schmale Blattstreifen wurden mit dem Fixations- 
mittel infiltriert, 30 Min. bzw. 3—6 Std. (wenn nicht anders angegeben) fixiert und 
einige Stunden gewdassert. Von den Blattstreifen wurden mit der Hand Quer- oder 
Langsschnitte angefertigt, die wie die Flachenschnitte ungefarbt in Leitungswasser 
untersucht wurden. 


Os O, 2% 


Die Plastiden sind sehr kompakt fixiert und lassen die Grana nur in 
Flachenstellung schwach erkennen. Die Osmiumsaure wirkt so stark gela- 
tinierend, da eine elektive Anfarbung der Grana und die Darstellung 
der Geldrollenstruktur erst nach Quellung mit KOH, dann aber ausgezeich- 
net méglich ist (vgl. Strugger 1951). Von Nachteil ist, da& in den tiefer 
gelegenen Zellen die Fixation oft unterschiedlich ist und junge und gerb- 
stoffhaltige Zellen durch das zu OsO, reduzierte Fixationsmittel stark 
geschwarzt werden. 


Man versucht vielfach, diese Nachteile durch Zusatz anderer Fixations- 
mittel zu beheben. Die Wirkung der in den iiblichen Gemischen zugesetzten 
Saiuren und Salze auf die Plastiden wurde zuerst getrennt gepriift. 


20* 
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K,Cr,O, 3% 


Die Fixation der ausgewachsenen Plastiden ist in der Regel gut. Die 
Grana und Geldrollen sind gut zu erkennen. Nach lingerer Fixation 
(24 Std. und mehr) wird die griine Farbe der Chloroplasten blasser bzw. 
braunlich, und die Granastruktur wird undeutlich. Gelegentlich kénnen die 
Grana etwas vergréRert (vergréRerte ..Poren”, Zirkle 1927) oder in ihrer 
Form verindert, d. h. in Flachenstellung etwas langlich sein. Auch stirkere 
Schidigungen (kleine Vakuolen, unregelmaRig verieilte und geformie 

Grana, am Chloropla- 
stenrande herausgelé- 
ste Grana) kommen bei 
erwachsenen und vor 
allem bei jungen Pla- 
stiden vor. Fiir die 
Darstellung der Pro- 
plastidenstruktur ist 
die Fixation ungeeig- 
net. 


Essigsiure 3 
: nian Wiahrend die Struk- 
_ sa tur in Flachenstellung 
bei jungen und alten 


Plastiden relativ gut 
erhalten aussieht, er- 


Abb. 1. Erwachsene Chloroplasten, Handschnitt von 

einem 3 Std. mit Essigsaure fixierten Blattstreifen, un- 

gefirbt. In Profilstellung sieht man, da die Grana 

kugelférmig geworden sind. Stellenweise ist die Geld- kennt man in Profil- 

rollenanordnung noch zu erkennen. Einige Plastiden stellung, dafidie Grana 

sind am Rande etwas aufgelést. kugelférmig geworden 

sind und ihre Anord- 

nung gestért ist. Nur selten sind die Geldrollen noch zu sehen. Die Plastiden 
quellen und lésen sich manchmal an den Randern etwas auf. 

Die Proplastiden werden auch in der Form stark verandert und sind 
im schlecht fixierten Plasma kaum noch sicher zu erkennen. Eine Fixation 
mit Essigsiure ist daher fiir Strukturuntersuchungen an alten wie an 
jungen Piastiden ungeeignet. Vermutlich ist De Rezende-Pinto (1948, 
1952) durch die Beobachtung von mit Essigsaure fixierten Praiparaten zu 
seiner irrtiimlichen Auffassung von der Chloroplastenstruktur und ihrer 
Entwicklung und zur Ablehnung der Existenz der von Strugger beschrie- 
benen primiren Grana in den Proplastiden gelangt. 


Chromsadure 1% 


Die Plastiden sind stark geschrumpft. Sie sind grau gefarbt, und die 
Grana sind kaum zu erkennen. In Profilstellung sieht man eine streifige 
Artefaktbildung. die in gleicher Weise bei der Fixation mit 
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Chromessigsaure 


auftritt. Durch den Zusatz von Essigsdure werden die Plastiden nur etwas 
. 2 : 

gequolien, so daf die Struktur besser zu erkennen ist. Das Aussehen der 
Chloroplasten erinnert in Flachenstellung zwar an die normale Struktur, 
aber bei genauer Betrachtung sieht man, da die Grana teilweise nicht 
mehr rund, sondern langlich sind und sich beriihren bzw. miteinander ver- 
schmelzen. In Profilstellung sind die Plastiden unregelmafig, grob streifig. 
Gelegentlich ist die lamellare Anordnung dabei noch angedeutet. 


Flemming (Chromsaéure 1% + OsO, 2% + Eisessig 15:4: 1) 


Die schadliche Wir- 
kung der beiden Sau- 
ren ist in den ein- 
zelnen Partien des 
Schnittes unterschied- 
lich, aber sie ist deut- 
lich zu erkennen. Die 
Plastiden sind am 
Rande hiaufig etwas 
apfgelést und die 
Gc stellenweise 
kugelig geworden. 
Meist aber sind die 
Plastiden in Flachen- 
wie in ’ Profilstellung 


streifig. Das Fixations- : F ae ‘ 
fie Abb. 2. Erwachsene Chloroplasten, Flachensdhnitt, 


bild ‘stellt ein Arte- 15 Min. mit Chromessigsiéure fixiert, ungefarbt. Durch 
fakt dar und zeigt  gie Formanderung der Grana ist die Struktur in 
keine Parallele mehr Flachenstellung unregelmaBig. In Profilstellung sind die 
zu der in vivo beob-  Plastiden gequollen und streifig. Die lamellare Anord- 
achtbaren Struktur. nung der Grana ist gelegentlich noch zu sehen. 


y 


Chromosmiumsaure (Chromsiure 1% + OsO, 29 


C€hampy (Chromsaure 1% + K,Cr,O, 3% + OsO, 2% 7:7: 4) 


Die Struktur ist zwar besser erhalten als nach Fixation mit Flem- 
mingschem Gemisch, aber es zeigen sich noch gelegentlich — insbesondere 
in Profilstellung — die dort beschriebenen Artefakte. Die Gemische sind 
fiir Strukturanalysen nicht zu empfehlen. Das primare Granum der Pro- 
plastiden laRt sich nach beiden Fixationen nicht darstellen (Strugger 
1954 n). In diesem Zusammenhang ist auch das elektronenmikroskopische 
Ergebnis von Leyon (1953) an Proplastiden zu sehen. Le yon behandelte 
die mit OsO, fixierten Objekte mit Chromsaure nach. Nach unseren Er- 
fahrungen wird dabei das primaire Granum zerstért. 


Altmann (K,Cr,O, 3% + OsO, 2% 1:1) 


Die Fixation aller Altersstadien der Plastiden sowie die Erhaltung der 
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Chondriosomen und des Cytoplasmas ist gut. Die Schnitte sind weniger 
geschwirzt als nach Fixation mit reinem OsQ,. 


Formaldehyd 1—4% 


Bei Fixation (3—6 Std.) 
mit 1—4%igem, nicht neu- 
tralisiertem Formol bleibt die 
Struktur der  erwachsenen 
Chloroplasten — einwandfrei 
erhalten. Erst nach langerer 
Fixation (24—48 Std.) wird 
die frischgriine Farbe etwas 
blasser. 

Das Cytoplasma und die 
anderen Zellelemente sind 

Abb, 3. Ausgewachsene Chloroplasten in Pro- nicht gut erhalten. Der Pro- 
filstellung. Handschnitt von einem 6 Std. mit toplast hebt sich haufig von 
Formaldehyd fixierten Blattstreifen, ungefarbt. 
Die Geldrollenstruktur ist einwandfrei erhalten 
und bei den Plastiden des unteren Randes gut 
zu erkennen. Der Protoplast hat sich von der 
Zellwand abgehoben (obere Zellwand). Die Fixation der Jung- 
chloroplasten und polygranu- 
laren Proplastiden* ist nicht immer gut. Manchmal kugeln sich die Pla- 
stiden ab, oder sie zeigen Vakuolen, 
sind unregelmafig griin ohne deutlich 
erkennbare Stuktur. Im Gegensatz zu 
den ausgewachsenen Plastiden ist es 
hier vorteilhaft, das Formol mit 
CaCO, zu neutralisieren. 


der Zellwand ab, und das 
Cytoplasma zwischen den 
Plastiden ist vakuolisiert. 


Form und Struktur der monogranu- 
laren Proplastiden werden durch For- 
maldehyd nicht erhalten. 


Auch hier wurde versucht, die Nach- 
teile der Fixation, namlich die geringe 
Resistenz gegen nachfolgende Alkohol- 
behandlung und die unzureichende Die Chloroplasten und Grana sind 
Fixation der iibrigen Zellelemente, jn Form und Grofte unveriindert und 
durch Zusatz anderer Fixationsmittel gut erhalten. Das Plasma zwischen 
zu beheben. den Plastiden ist vakuolisiert. 


Abb. 4. Ausgewadchsene Chloroplasten 
in Flachenstellung, fixiert wie Abb. 3. 


1 Jungchloroplasten sind polygranulir und haben eine feste, runde oder linsen- 
formige Gestalt, die durch den lamellaren Aufbau bedingt ist. Proplastiden sind 
monogranulér und améboid oder — beim Ubergang zum Jungchloroplasten -—— 
polygranulir und nicht mehr so auffallend améboid wie die monogranuliren Pro- 
plastiden. aber noch von unregelmafiger Form. 
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Lewitzky (Chromséure 1% + HCHO 10% 1:9) 


Durch den Chromsaurezusatz werden polygranulaire Chloroplasten in 
Profilstellung streifig (vgl. die Fixation mit Chromsaure). Bei monogranu- 
liren Proplastiden von Chlorophytum und anderen Pflanzen (nicht von 
Agapanthus) ergibt das Gemisch dagegen ausgezeichnete Resultate (Strug- 
ger 1953). 


Regaud (K,Cr,O, 3% + HCHO 35% 4: 1) 


Die Struktur der erwachsenen Chloroplasten bleibt verhaltnismaBig gut 
erhalten. Gelegentlich, vor allem wieder bei den jiingeren Plastiden, sind 
Fixationsartefakte wie bei reiner Dichromatfixation zu beobachten. Die 
Struktur der monogranularen Proplastiden wird nicht konserviert (Strug- 
ger 1954 a). 


Zusatz von Sublimat oder Pikrinsaure zu Formaldehyd (4%iges For- 
mol, mit Sublimat oder Pikrinsaure gesittigt) 


Die Plastiden sind geschrumpft und ziemlich kompakt. In Flachen- 
stellung sind die Grana gerade noch zu erkennen. In Profilstellung ist die 
Struktur unregelmaBig. 


Zusatz von CaCl, (HCHO 8% + CaCl, 2% 1: 1) 


Ein Zusaiz von CaCl, wird zur Stabilisierung der Lipoide (Baker 
1946) bzw. zur Unterbindung einer quellenden Wirkung des Formols 
(Gross und Lohaus 1932) empfohlen. Bei ausgewachsenen Plastiden wird 
die Quellfahigkeit mit KOH herabgesetzt. Bei polygranularen Proplastiden 
ist die Fixation der Granastruktur wie bei reinem Formol nicht zuver- 
lassig, aber doch haufig zufriedenstellend. Die améboide Gestalt der Pro- 
plastiden bleibt bei CaCl,-Zusatz besser erhalten. 


Zusatz von La(NO,), (HCHO 8% + La(NO,), 1% 1: 1) 


Da Lanthannitrat die Nucleinsiuren fallt und die Plastiden und be- 
sonders die Grana Nucleinsaéturen enthalten sollen (Chiba 1951, Metz- 
ner 1952), war die Wirkung von La(NO,), auf die Fixation von Inter- 
esse. Die Struktur der erwachsenen Chloroplasien ist gut erhalten. Nach 
6—S8stiindiger Fixation beginnen aus einzelnen Grana griin gefarbte, feine 
Schliuche herauszuwachsen, deren Aussehen an Myelinfiguren erinnert. 
Ein Teil des Chlorophylls und vermutlich auch der Lipoide wird aus den 
Grana herausgelést, die aber trotzdem sichtbar bleiben. Eine erhéhte Re- 
sistenz gegeniiber Alkohol ist nicht zu beobachten. 


Aethyl-Alkohol 


Alkohol mit oder ohne Zusatz von Sublimat oder Pikrinsaiure wurde 
von Zimmermann (1893), Kranzlin (1908), Heitz (1936), Weier 
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(1936 a), Metzner (1952) u. a. benutzt. Die Wirkung niedriger Alkohol- 
konzentrationen (bis 50%) auf Chloroplasten ist von Liebaldt (1913) 
untersucht worden. 
Bei Fixation mit 
70—100%igem Alkohol 


werden das Chlorophyll und wahrscheinlich die Lipoide herausgelést. Je 
héher die Konzentration ist, desto starker schrumpfen die Plastiden und 
desto schneller verlauft die Lésung der Pigmente. Eine Entscheidung, ob 
die Grana erhalten geblieben sind oder nicht, ist auch bei gefarbten Pra- 
paraten oft nicht leicht zu fallen, da man, wenn die Grana herausgelost 
sind, durch die dunklen Beugungsscheibchen der Hohlraiume getiuscht 
wird. Mit Toluidinblau werden die Grana schwach, aber weitgehend elek- 
tiv gefarbt, wahrend bei einer Farbung mit Hamatoxylin nach Heiden- 
hain (verdiinnt beizen und farben) Stroma und Grana tingiert werden 
und weiffe Locher zu sehen sind, wenn die Grana herausgelést sind. Mit 
Hilfe dieser beiden Farbungen erkennt man, daf gerade dann, wenn die 
Struktur einschlieBlich Geldrollen relativ gut erhalten aussieht (in der 
Mitte des Blattes), alle Grana gelést sind, wahrend in den der Epidermis 
anliegenden Zellen die Grana teilweise erhalten sind und unregelmafig 
im Stroma verteilt liegen. 

Zusatz von Sublimat oder Pikrinséure zu 60- oder 96%igem Alkohol 
andert das Bild nicht wesentlich. 


Die Ergebnisse aller Fixationsstudien zeigten bei Agapanthus in Ab- 


haingigkeit von den Aufenbedingungen eine merkliche Variationsbreite 
und bei den anderen Versuchspflanzen graduelle Unterschiede, besonders 
bei den Fixationsmitteln, bei denen die Schadigungen nur geringfiigig 
waren (Regaud, K,Cr,O,, Champy, Chromosmiumsiaure). Die unter- 
schiedlichen Angaben in der Literatur erklairen sich zum Teil durch diese 
Variationsbreite. Bei den positiven Befunden mit den Gemischen von 
Navashin, Carnoy und ahnlichen Fixationsmitteln handelt es sich aber 
wahrscheinlich um Fehldeutungen, denn in der Regel sind nur die Flachen- 
stellungen der Plastiden beobachiet und die Profilstellungen, an denen die 
Schadigungen stiarker in Erscheinung treten, nicht beachtet worden. 

Die Ergebnisse sind, wie gesagt, nicht bei allen Arten gleich, aber fol- 
gende GesetzmafBigkeiten liefen sich bei Agapanthus und den anderen 
untersuchten Arien regelmafBig feststellen, so da sie als Anhaltspunkte 
fiir weitere Untersuchungen dienen kénnen. 

Eine regelmaBig gute, fiir Strukturanalysen bei erwachsenen Chloro- 
plasten brauchbare Fixation war nur mit OsO,, dem Gemisch nach Alt- 
mann und 1—4%igem Formaldehyd méglich. Durch diese Mittel werden 
die beiden am Aufbau der Chloroplasten beteiligten Komponenten — 
Lipoide und Eiweifkorper — gut konserviert. Ungeeignet fiir die Fixation 
sind dagegen eiweiffallende Mittel (Sublimat, Pikrinsaéure), die auch in 
Verbindung mit Formol die Feinstruktur nicht erhalten; ferner Sauren, 
da sie die Form der Grana andern, so daB diese kugelférmig (durch Essig- 
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siurefixation) oder langlich werden (durch Chromsaurefixation). Unbrauch- 
bar ist auch Alkohol, der durch Lésung der Pigmente und wahrscheinlich 
auch der Lipoide die Struktur zerstért. 

Die Jungchloroplasten und polygranuliren Proplastiden sind emp- 
findlicher als die ausgewachsenen Chloroplasten. Sie werden nur von OsO, 
und OsO, 2% + K,Cr,O, 3% 1:1 (Altmann) gut fixiert. In der Regel 
ergibt neutralisiertes, 4%iges Formol mit einem Zusatz von CaCl, bei 
polygranuliren Proplastiden noch ausreichende Resultate, wahrend es bei 
monogranularen Proplastiden unbrauchbar ist. 

Monogranulire Proplastiden zeigen — wie auch bei der Einbettung — 
ein etwas abweichendes Verhalten. Sie werden durch OsO, und bei einigen 
Pflanzen auch durch das Gemisch von Lewitzky ausgezeichnet fixiert 
(Strugger 1953, 1954a). 


Die Wirkung von Entwdsserung und Einbettung auf die Chloro- 
plastenstruktur 


Auch die in der Literatur mitgeteilten Ergebnisse beziiglich der Ein- 
bettung von Chloroplasten sind nicht iibereinstimmend (vgl. Weier 
1936 b, Beauverie 1938, Dangeard 1944, De Rezende-Pinto 1948). 
Strugger (1951) beobachtete, da die Grana der erwachsenen Chloro- 
plasten bei der Einbettung herausgelést werden, wahrend die primaren 
Grana der Proplastiden erhalten bleiben (1954 a). Fiir die Fragestellung 
dieser Arbeit ist von Interesse, in welchen Entwicklungsstadien sich die 
Resistenz der Grana iindert und welche Phase der Paraffineinbettung die 
Grana angreift. Der Einflu& der bei der Einbettung benuizten Medien 
auf die Struktur der verschiedenen Altersstadien wurde deshalb stufen- 
weise gepriift. 


Methodik 


Blatistreifen wurden mit OsOs, Altmann oder Formol verschieden lange fixiert, 
gewdssert und durch ansteigende Konzentrationen von Alkohol, Aceton, Glycerin 
oder Pyridin in Paraffin gebracht. Aus jeder Konzenirationsstufe, in der die 
Streifen 2—24 Std. verblieben, wurden einige Streifen in Wasser zuriickgefiihrt, 
geschnitten und untersucht. 


Entwiasserung 


Bereits nach 1—2stiindiger Fixation mit OsO, oder Altmann bleiben 
die Grana durch alle Konzentrationsstufen von Alkohol oder Aceton er- 
halien. In den héheren Stufen machen sich bei langerem Aufenthalt ge- 
ringe Schrumpfungen bemerkbar. Mit Aceton kann die Entwasserung be- 
sonders schnell erfolgen (je 1 Std. in 70- und 100%igem Aceton geniigt). 
Nach kurzer Formolfixation (6 Std.) schrumpfen die Plastiden in Alkohol 
und Aceton stark, und die Grana werden wie nach Alkoholfixation ge- 
lést. Erst nach 48stiindiger Fixation bleiben die Form der Plastiden und 
ein Teil der Grana erhalten. 

Bei der Entwasserung in Glycerin (Hill 1916) verlieren die Plastiden 
etwas die Farbe, aber ihre Struktur bleibt gut erhalten. 
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Durch Pyridin (Binder 1952) werden bei sehr resistenten Chloro- 
plasten die Grana wie nach KOH-Behandlung deutlich, aber in der Regel 
sind die Grana bald herausgelést. 


Einbettung 


Als Intermedien wurden Xylol, Benzol, Methylbenzoat und Zedern- 
holzél benutzt. Alle Intermedien greifen die Grana vor allem in der Wiirme 
an. Da fixierte Grana bei der Thermostatentemperatur von ~ 60° noch 
nicht schmelzen, muff es sich um einen Liésungsvorgang handeln, der bei 
den Grana erwachsener Chloroplasten meist, nicht immer, zu einem weit- 
gehenden Verlust der Grana fiihrt. Die Ergebnisse sind aber nicht ein- 


Abb. 5. Erwachsener Chloroplast mit Abb. 6.  Erwachsene Chloroplasten 

Stirkeeinlagerung. Neben dem grofen (Wintermaterial). Die Grana sind her- 

Starkekorn sind Geldrollen, darunter ausgelést. Man sieht weife Hohlriiume 

ist eine Granaschicht zu sehen. 6 Std. im rot gefiarbten Stroma. Eingebettet 

mit Altmann fixiert, eingebettet iiber wie Abb. 5. Gefarbt mit Saurefuchsin 

Aceton, Benzol in Paraffin, gefarbt mit nach Altmann. 
Sudanschwarz. 


heitlicdh und hangen mehr von den Lebensbedingungen der Pflanzen als 
von der Dauer der Fixation ab. Plastiden mit kleinen Grana und Starke 
(Sommermaterial) sind resistenter als Chloroplasten mit grofen Grana 
(Wintermaterial). 

Das Verhalten bei der Einbettung andert sich beim Ubergang vom 
Proplastiden zum  Jungchloroplasten. Mono- und_ polygranulare Pro- 
plastiden und vereinzelte Jungchloroplasten lassen sich in Paraffin ein- 
betten, wahrend bei den alteren Stadien wie bei den erwachsenen Chloro- 
plasten die Grana vielfach herausgelést werden. 


Farbung 


Fiir die Firbung der Mikrotomschnitte wurde Saurefuchsin nach Alt- 
mann, Toluidinblau, Nilblausulfat, Sudanschwarz und Haematoxylin 
nach Heidenhain benutzt. 

Saurefuchsin ergibt bei den monogranularen Proplastiden die pria- 
gnanteste Farbung (Strugger 1954a). Sobald die Plastiden polygranular 
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werden, farbt sich in zunehmendem Mafe auch das Stroma an, und eine 
Differenzierung wird immer schwieriger. Bei erwachsenen Plastiden Jat 
sich eine elektive Granafarbung mit Saurefuchsin nicht mehr erzielen, 
und auch mit den anderen Farbstoffen ist die Farbung dann schwierig 
und unbefriedigend. Nach Formolfixation farben Toluidinblau und Nil- 
blausulfat am besten. 

Die Dauer der Farbung betrug: 

Toluidinblau und Nilblausulfat 1: 100: 2—6 Std. 

Sudanschwarz (angesetzt nach Romeis 1948): 16—24 Sid. 

Haematoxylin (Beize 1% und Farbung 1:3): 24—36 Std. 

Fixierte Handschnitte junger Blattstreifen lieBen sich mit Neutralrot, 
Fuchsin oder Rhodamin B 1: 1000 oder mit Nilblausulfat 1: 5000 farben. 
Die Farbungsdauer beirug 3—13 Minuten. 


Andere Einbettungsverfahren 


Bei der EKinbettung in Gelatine (Methode von Heringa und Ten 
Berge, vgl. Romeis 1948) bleibt die Struktur erhalten. Es ist aber nach 
OsO,-Fixation nicht méglich, bei den erwachsenen Plastiden die Grana 
elektiv zu farben und die Geldrollenstruktur sichtbar zu machen. Auch 
eine Quellung mit KOH zeigte nur geringen Erfolg. 

Bei der Einbettung in Cremolan werden sowohl bei der Einbettungs- 
temperatur von ~ 50° wie bei Zimmertemperatur die Grana langsam ge- 
lést. Nach OsO,-Fixation lassen sich die Grana bei kurzfristiger Durch- 


trinkung erhalten. Nach Formolfixation werden sie vollstandig geldst. 
(Uber die Verwendung von wasserléslichen Wachsen — Cremolan, Syntha- 
wachs --- berichten u. a. Blank 1949, McLane 1951, Wade 1952, Tietz 
1952.) 


Die Versuche zeigen, da die Benutzung von Mikrotompraparaten nur 
fiir die jungen Entwicklungsstadien zu empfehlen ist, die sich nach der 
iiblichen Methode in Paraffin einbetten und auch verhaltnismaBig leicht 
farben lassen. Bei den ausgewachsenen und heranwachsenden Stadien er- 
gibt die Paraffineinbettung unsichere, meist negative Resultate. Nach 
Gelatine- und Cremolaneinbettung sind die Grana zwar erhalten, aber 
eine -Anfarbung bereitet groBe Schwierigkeiten, und in Profilstellung sind 
Geldrollen meist nicht mehr zu erkennen. Bei diesen Stadien sind alle 
Einbettungsverfahren der im nachsten Kapitel beschriebenen Methode un- 
terlegen, bei der durch KOH-Behandlung eine elektive Farbbarkeit der 
Grana und eine gute Darstellung der Geldrollenstruktur erméglicht wird. 


Die Kalilauge-Behandlung fixierter Chloroplasten 


Die eben beschriebenen Schwierigkeiten bei der Farbung fixierter 
Chloroplasten lassen sich bei nicht eingebetteten Schnitten durch eine kurze 
Vorbehandlung mit KOH beseitigen (Strugger 1951). Die Kalilauge 
wirkt dabei in zweifacher Weise. 1. Es tritt durch die OH-Ionen der Kali- 
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lauge (in gleicher Weise bei NaOH und NH,OH) eine geringfiigige Ver- 
seifung der Lipoide ein, die die Grana anfarbbar macht. 2. Bei laingerem 
Einwirken quillt der Chloroplast mehr oder weniger auf, so da die Siruk- 
turen in Profilstellung besser erkennbar werden. 

Bei den Quellungsversuchen sollte zuniachst die Abhiangigkeit der 
Quellung von der Fixations- und Wiasserungsdauer festgestellt werden. 
Ferner interessierte das Verhalten der Jungchloroplasien im Vergleich zu 
den ausgewachsenen Plastiden und die Wirkung der KOH-Behandlung 
nach den verschiedenen Einbettungsverfahren. 


Methodik 


Hand-Fliachenschnitte oder Blattstreifen, von denen vor der Quellung Quer- 
oder Langsschnitte angefertigt werden konnten, wurden mit 2%iger Osmiumsaure 
oder 4%igem Formaldehyd verschieden lange fixiert, gewiissert und die Schnitte 
nach Behandlung mit 0.5%iger Kalilauge 15 Minuten in Aqua dest. gewassert und 
mit Nilblausulfat 1:5000, Thionin oder Neutralrot 1: 1000 (in Leitungswasser) 
einige Minuten gefiarbt. Bei jungen Chloroplasten war nach Formolfixation die 
Farbung mit Fuchsin 1: 1000 (in Leitungswasser) besonders giinstig. Nach Osmium- 
fixation halten sich die Priiparate in Leitungswasser, dem etwas Formol zugesetzt 
wird, jahrelang. Nach HCHO-Fixation isi die Haltbarkeit auf wenige Wochen 
beschrankt. 


Der Einflu® der Fixationsdauer und Wasserung 


Nach kurzfristiger Fixation (~3 Std.) mit OsO, oder Formol quellen 


die ausgewachsenen Plastiden bei 


we KOH-Behandlung rasch bis zur vél- 
, 4 ligen Auflésung, aber die Struktur 
: bleibt dabei meist nicht gut erhal- 
7 
- 


ten. Nach 5—6stiindiger Fixation 
werden die Plastiden in Profilstel- 
lung ca. 2—3mal so breit wie vorher. 
In besonders giinstigen Fallen laBt 
sich dann eine so weitgehende Auf- 
blatterung erzielen, daf alle Grana 
einzeln liegen und ihre Anordnung 


in Schichten und Geldrollen durch 
den ganzen Chloroplasten verfolgt 
werden kann. In Flachenstellung 


«*es «& 
oe 
a ‘ye , 


Abb. 7. Erwachsene Chloroplasten, 6 Std. 
mit OsOs fixiert, gequollen mit 0,5%iger 
KOH, gefiarbt mit Nilblausulfat. Die 
Anordnung der Grana in Schichten und ‘f ih die Plastidon aii 
‘ ‘ ' ero 10) ) iy 

Geldrollen ist bei der Quellung erhalten Y&'SFOtern sich die astiden mich 


geblieben. In der Mitte der Chloropla- %° stark, 


sten liegen 6—8 Grana_ iibereinander. Durch langere Fixation werden 

die Plastiden in zunehmendem Make 
gehirtet, so daf sie dann weniger schnell und weitgehend quellen, bis 
sie schlieBlich nach ~ 24stiindiger Fixation ihre Quellfahigkeit verloren 
haben und nur noch homogen werden und sich langsam auflésen. Wie 
bei der Fixation und Einbettung sind auch bei der Quellung mit KOH 
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die Ergebnisse unterschiedlich. Vor allem variiert die erforderliche Quel- 
lungszeit so stark, da man am besten fiir jedes Blatt die giinstigste Zeit 
durch Quellung unter mikroskopischer Beobachiung ermittelt. Auch bei 
kurzfristiger Fixation kommt es vor, da die Struktur nicht deutlich er- 
kennbar wird, sondern die Chloroplasten sich zwar verbreitern, aber da- 
bei homogen werden. 

Durch die Wiasserung in Leitungswasser zwischen Fixation und KOH- 
Behandlung wird die Quellfihigkeit ebenfalls herabgesetzt. Nach 15—20- 
stiindiger Wiasserung ist keine gute Aufblatterung mehr zu erzielen. Am 
besten ist eine Wasserung von 3—10 Stunden, aber auch hier ist die 
Variationsbreite grof. 

Die Ergebnisse stimmen im wesentlichen nach OsQ.- und Formol- 
fixation iiberein. Nach Formolfixation ist die Aufblatterung in der Regel 
nicht so weitgehend, aber die Geldrollen und die parallel zur Chloro- 
plastenflache gelagerten Granaschichten sind gut zu erkennen. 


Die KOH-Behandlung junger Plastiden 

Die Struktur der jiingeren Plastiden ist weniger gefestigt als die der 
ausgewachsenen. Meist wird durch kurze Quellung (2—3 Min.) die Ord- 
nung der Grana bereits zerstéri, d. h. die Grana liegen entweder vollig 
unregelmaBig, oder es bilden sich falsche ,,Geldrollen* (vgl. S. 287). Ver- 
einzelt erhalt man aber auch hier gute Resultate, die erkennen lassen, 
da im Jungchloroplasten die Struktur prinzipiell bereits wie im er- 
wachsenen Plastiden ausgebildet ist (vgl. Abb. 16 und 17). Bei den noch 
jiingeren Stadien, beim Ubergang vom Jungchloroplasten zum mono- 
granuliren Proplastiden, ist dagegen eine KOH- oder Na,CO,-Behand- 
lung auch mit geringeren Konzentrationen (0.25%) erfolglos. Die Pla- 
stiden werden homogen, oder sie lésen sich sofort auf, vakuolisieren und 
verklumpen. Ihre Struktur wird nicht erkennbar. 

Die KOH-Behandlung von Mikrotomschnitten 

Die Grana werden, soweit sie iiberhaupt erhalten geblieben sind, durch 
die Kalilauge noch angegriffen, aber die Chloroplasten verbreitern sich 
kaum, sondern werden napfchenférmig. Die Grana lassen sich nach einer 
KOH-Behandlung von wenigen Sekunden bis héchstens einer Minute besser 
firben, aber fiir Strukturuntersuchungen sind die Praparate nicht zu 


empfehlen. 


Mit Hilfe der Kalilauge-Quellung laBt sich an fixierten Handschnitten 
die Feinstruktur der ausgewachsenen und bei geniigender Kritik auch der 


jiingeren Chloroplasten von Agapanthus ausgezeichnet analysieren, Am 


giinstigsten ist eine Fixation von 5—6 Stunden mit anschlieBender Wisse- 
rung von wenigen Stunden. Die Quellungszeiten sind so unterschiedlich, 
da man am zweckmiafigsten die Wirkung der Kalilauge unter dem Mikro- 
skop verfolgt. In der Regel ist eine Quellung von 3—8 Minuten mit 
0.5%iger KOH erfolgreich. Bei Mikrotomschnitten kann zur Verbesserung 
der Granafarbung eine kurze KOH-Behandlung von einigen Sekunden bis 
einer Minute herangezogen werden. 
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Allgemeine Beobachtungen bei der Vitalanalyse 


Wie schon erwihni, ist es unerlaBlich, von der Beobachtung lebender, 
unversehrter Chloroplasten auszugehen, um eine Tauschung durch Fixa- 
tionsartefakte zu vermeiden. Auch die Lebendanalyse begegnet aber — ins- 


Abb. 8. Jungchloroplasten aus der hellgriinen 

Streckungszone eines jungen Blattes, lebend 

in Leitungswasser beobachtet, 20 Min. nach der 

Praparation des Schnittes aufgenommen. Die 

Grana sind relativ gro; sie sind deutlich zu 
erkennen. 


besondere bei den jungen Pla- 
stiden — erheblichen Schwie- 
rigkeiten, denn die normalen 
Kriterien fiir volle Vitalitat 
sind hier nur bedingt anwend- 
bar. Es ist lange bekannt, daft 
die Granastruktur bei leichter 
Veranderung oder Schadigung 
der Zelle. wie sie sich beim 
Schnitt kaum vermeiden 1JaBt. 
sofort deutlicher hervortritt. 
Die Grana sind aus diesem 
Grunde so lange fiir eine Arte- 
faktbildung gehalten worden. 

Bei erwachsenen Chloropla- 
sten von Agapanthus beginnen 
rund 10 bis 15 Minuten nach 
vorsichtiger Praparation des 
Schnittes die Grana_lang- 


sam deutlicher zu werden. Es ist bei diesen Untersuchungen gleichgiiltig, 


* 
* mos. a 
Prey 


a 


Abb. 9 und 10. Jungchloroplasten des gleichen Schniites wie Abb. 8, nach 1 bis 

2 Std. photographiert. In Profilstellung sind die Plastiden bereits etwas breiter 

geworden. Die Grana sind manchmal schon unregelmafig verteilt. An einzelnen 

Plastiden ist die Geldrollenanordnung aber noch gut erhalten. Kern, Cytoplasma 
und Chondriosomen lassen noch keine Schiédigung erkennen. 


ob in iso-, hypo- oder hypertonischer Lésung oder in Leitungswasser unter- 
sucht wird. Man beobadhtet stets einen ganz langsamen, stetigen Ubergang, 
bei dem die Struktur allmahlich immer klarer wird, wihrend die Plasma- 
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stromung sowie das Aussehen von Kern und Chondriosomen zuniachst noch 

nicht auf eine Schadigung der Zelle schlieRen lassen. Wenn spater die Zelle 

abstirbt, ist die Anordnung der Grana in der Regel noch nicht gestért. Bei 

diesem Absterbevorgang erleiden die Plastiden selbstverstandlich Ver- 

anderungen. Da aber die mikroskopische Struktur bei den erwachsenen 

Plastiden meistens gleich bleibt, kann man die Frage vernachlassigen, wie 

lange sie als vital anzusprechen und die Veranderungen reversibel sind. 
Die Struktur der jungen Plastiden in der hellgriinen Streckungszone 

junger Blatter ist wesentlich weniger gefestigt als die der ausgewachsenen. 

Haufig kommt es vor, da die Jungchloroplasten unmittelbar nach der 

Préparation des Schnittes fast homogen aussehen. Die Grana werden aber 

schnell deutlicher und beginnen 

gelegentlich — besonders wenn 

sie gro sind — zu kippen, so 

da sie bei Plastiden in Fla- 

chensiellung schmal, in Profil- 

stellung rund aussehen. Wenn 

diese Verainderungen an den 

Plastiden einsetzen, ist haufig 

weder am Kern noch an den 

Chondriosomen noch an der 

Plasmastrémung oder am Plas- 

molyseverlauf eine Schadigung wT ’ 

der Zelle zu erkennen. Erst 


‘sas ane 11. asten des gleiche it- 
nach einiger Zeit, manchmal Abb. 11. Jungchloroplasten des gleichen Schni 


aa 2 tes wie Abb. 8—10, nach 4 Std. photographiert. 
erst nach einigen Stunden, tre- Die Grana sind sehr deutlich und teilweise 
ten auch an den anderen Zell- gekippt. Die Struktur ist unregelmafig. Kern 
elementen Veranderungen auf. und Plasmastrémung lassen erkennen, daf 
Wenn ein grofer Teil der die Zelle geschadigt ist. 

Grana gekippt ist, kann man, 

wie schon Heitz und Maly (1953) bemerken, auch bei Plastiden in 
Flachenstellung schéne .,Geldrollen” erhalten, die sehr leicht mit der nor- 
malen Geldrollenstruktur verwechselt werden kénnen. (Auch bei der 
Quellung fixierter Chloroplasten ist oft schwer zu entscheiden, ob es sich 
um eine Flachenstellung mit gekippten Grana oder um eine Profilstellung 
handelt, vgi. S. 285.) In Profilstellung quellen die Plastiden etwas, so daf 
man im Leben eine Aufblatterung beobachten kann wie sonst an fixierten 
und gequollenen Praparaten. In giinstigen Fallen lat sich die Geldrollen- 
anordnung dann auch bei diesen jungen Stadien einwandfrei beobachten 
(vgl. Abb. 8—i1). 

Beim Ubergang zum Proplastidenstadium ist wie bei den monogranu- 
laren Proplastiden im Hellfeldmikroskop die Struktur in der Regel nicht 
zu erkennen. Zellen und Plastiden sind hier gleichermafen empfindlich. 
Geschidigte Plastiden quellen, runden sich ab, Vakuolen treten auf, und 
die Granastruktur wird zerstért. Die Lebendanalyse mit dem Hellfeld- 
mikroskop fiihrt hier nicht zum Erfolg. Es bleibt abzuwarten, welche Re- 
sultate die fluoreszenzoptischen Untersuchungen dieser Stadien ergeben, 
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nachdem die elektive Fluoreszenz der primiren Grana von Strugger 
(1954 b) im Gegensatz zu Heitz und Maly (1953) mit einer neuen Fluo- 
reszenzausriistung in den meristematischen Proplastiden nachgewiesen wer- 
den konnte. 

Die an Mikrotompriaparaten von polygranularen Proplastiden gewonne- 
nen Ergebnisse werden durch gelegentliche Vitalbeobachtungen an etio- 
lierten Plastiden sowie durch die Resultate von Béing (1954) gesichert. 


Die Entwicklung der Granastruktur bei Agapanthus 


Die Siruktur der Proplastiden in den meristematischen Blattanlagen von 
Agapanthus ist von Strugger (1954 a) beschrieben worden. Das primire 
Granum konnte bei meinen Untersuchungen nach guter Fixation und Fir- 
bung ebenfalls regelmaBig beobachtet werden. 

Die weitere Entwicklung zum polygranuliaren Proplastiden und Jung- 
chloroplasien zeigt eine erhebliche Variationsbreite, die von den Umwelt- 
bedingungen, z. B. Temperatur, Ernahrung usw.. vor allem aber von der 
Belichtung abhingt. Heitz (1936) beobachtete bereits, daB die ausgewach- 
senen Chloroplasten von Schattenpflanzen gréRere Grana haben als die 
Chloroplasten von in der Sonne gewachsenen Pflanzen. Bei Agapanthus 
schwankt die Gréfe der Grana erwachsener Plastiden von 0,3 u im Sommer 
an sonnigem Standort bis 0.84 im Winter im Treibhaus. Durch die Ar- 
beiten von Strugger (1937) und Béing (1954) ist ferner bekannt, daf 
die primaren Grana der Proplastiden bei Etiolement stark heranwachsen. 
und Kaja (1954) stellie bei etiolierten Moosen ebenfalls fest, da&® im Dun- 
keln die Zahl der Grana ab- und ihre GréRe zunimmt. Durch Lichtmangel 
wird also die Teilung der Grana und nach Boing (1954) auch die Vertei- 
lung der bei Belichtung nach Etiolement gebildeten Sekundargrana gehemmt. 

Bei Agapanthus sind die jungen Blatter von den alten mehr oder we- 
niger lange und fest umschlossen, so daff sie bei verschieden stark redu- 
zierter Lichtintensitat heranwachsen. Besonders bei den grofen, kraftigen 
Pflanzen sind die Streckungszonen der jungen Blatter weitgehend, wenn 
auch nicht vollig, vom Licht abgeschlossen. Die Entwicklung setzt bei die- 
sen Blattern langsam ein, aber sie ist in ihrem Ablauf gehemmt und lauft 
haufig iiber ahnliche Stadien, wie sie Boing bei der Entwicklung nach 
Etiolement beobachtete. Die jungen Blatter benétigen fiir die Entwicklung 
geringere Lichtintensititen als die Plastiden an der Basis ausgewachsener 
Blatter. Ferner ist in der Umgebung der Stomata und Leitbiindel die 
Chlorophyllbildung und Plastidenentwicklung weiter fortgeschritten als in 
den dazwischen liegenden Zellen. Chlorophyllbildung und Entwicklung der 
Granasiruktur laufen nicht véllig parallel. In der Regel wird bei Aga- 
panthus die polygranulare Struktur in der ganz schwach ergriinten Zone 
ausgebildet. Nur wenn die Entwicklung stark gehemmt ist. ergriint das 
primare Granum starker, bevor die Teilungen einsetzen. In diesen Fillen 
ist eine Lebendbeobachiung der Teilung wesentlich erleichtert. Uberhaupt 
sind bei etiolierten Plastiden die Grana besser zu erkennen als bei normal 
ergriinenden Plastiden. Vorteilhaft fiir die Beobachtung ist auch das meist 
starkefreie Herbst- und Wintermaterial mit seinen relativ grofen Grana. 
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Im Herbst und Winter gelingt es, bei schwach etiolierten, jungen 
Blattern in der blafgriinen Streckungszone in den zuerst homogen griin- 
lich gefirbten Plastiden kurze Zeit nach der Praparation des Schnittes 
mehrere Grana zu erkennen, die nicht in der gleichen Ebene, sondern teils 
hoher, teils tiefer, oft mit ungleichen Abstainden im Chloroplasten verteilt 
liegen. Kurz bevor Zellschidigungen auftreten (vgl. S. 287), sieht man in 
Profilstellung Plastiden mit etwas verschobenen Geldrollen. 

Ob die Plastidenstruktur hier schon 
Verainderungen erlitten hat oder nicht, Ae) 
kann nicht mit Sicherheit entschieden 
werden. Es liegt aber die Deutung nahe. 
da, wie bei den jiingeren Proplastiden, |z 
die durch Teilung entstehenden, parallel > ) 
liegenden Scheibchen auseinanderweichen 
Abb. 12. Schwadch ergriinte Pla- 
stiden mit grofen Grana aus der 


entstehen. » : 
Bei di M ‘al find | bla®griinen Streckungszone jun- 
ei diesem Material tindet man auch ger Blatter (Oktober, Novem- 


Plastiden mit Grana unterschiedlicher, teil- ber). Profilsteliung. Die Plaetl- 
weise auffallender GréRe. Da die Grana- den wurden ca. %—1 Std. nach 
gréRe in den ausgewachsenen Chloroplasten der Priparation des Sdhnittes 
gezeicinet. Die Zelle lie® noch 
keine Schidigungen erkennen. 


und durch erneute Teilung neue Geldrollen 


8B «~«s> c=» 
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Abb. 13 und 14. Polygranulire Proplastiden in Flachen- und Profilsiellung aus der 


schwach ergriinten Streckungszone junger Blatter. Sommermaterial. In Flachenstel- 

lung sind die Grana noch nicht iiber die gesamte Flache der Plastiden verteilt. In 

Profilstellung erkennt man zwei, héchstens drei Schichten. Nach fixierten Hand- 
schnitten oder Mikrotompraparaten gezeichnet. 


wieder einheitlich ist, findet hier wahrscheinlich noch spater eine Auf- 
teilung der grofen Grana statt. Verzweigte Geldrollen, die gelegentlich 
beobachtet wurden, deuten auf eine solche Aufteilung hin. 

Im Sommer sind die Grana wesentlich kleiner. Die Entwicklung lat 
sich am besten bei jungen Blattern von 6—Scm Lange verfolgen, die an 
der Basis farblos sind und in 2—3 cm Abstand von der Basis eine leichte 
Gelbgriinfarbung zeigen, die sich stetig bis zur intensiv griinen, dem vollen 
Licht ausgesetzten Spitze hin verstarkt. 

Diese Plastiden ergriinen scheinbar homogen und lassen im Leben erst 
beim Ubergang zum Jungchloroplasten Grana erkennen, eine Beobachtung, 
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die Heitz und Maly (1953) zu der Annahme fiihrte, da die Grana aus 
dem Stroma neu entstehen. An fixierten und gefarbten Handschnitten oder 
an Mikrotomschnitten erkennt man aber am Beginn der Ergriinungszone, 
daf in den noch etwas amoéboiden Plastiden 4—6 Grana dicht beisammen- 
liegen oder mehrere Grana iiber einen Teil des Chloroplasten verteilt sind. 
Die Fixation und besonders die elektive Farbung der Grana sind in diesem 
Stadium sehr schwierig. An guten Praparaten konnten aber Proplastiden, 
wie sie die Abb. 13 und 14 zeigen, sicher beobachtet werden. 

Die Grana haben keinen festen Zusammenhalt, sondern verteilen sich 
ziemlich schnell iiber die gesamte Flache der Chloroplasten. In Profil- 

stellung erkennt man 
an ungequollenen Pra- 
paraten zwei bis drei 
Schichten. Wenn die 
Grana die Flache der 
Chloroplasten erfiillen, 
haben die Chloropla- 
sten ihre Amdboidie 
weitgehend  verloren 
und eine feste, runde 
oder linsenférmige Ge- 
stalt. Wir bezeichnen 
sie dann als Jung- 
wn chloroplasten. 

UU Die weitere Ent- 
Abb. 15. Heranwadhsende Plastiden in Profilstellung. 
Protokollzeidinungen von Priparaten, die mit OsOs 
oder HCHO fixiert und mit KOH gequollen wurden. 
Der vorletzte Chloroplast zeigt. wie die Schichten am 
Rande zusammenlaufen. Beim letzten sind die tiefer : : 
liegenden Grana durch schwachere Farbe angedeutet. Bei Sommer- wie 
Vom Jungchloroplasten an sind die Grana regelmiafBig bei Wintermate- 

in Geldrollen angeordnet. rial vergroéfern sich 

die Chloroplasten in 

der Flache zunachst nur wenig. In Profilstellung dagegen vermehrt sich 

die Zahl der Schichten rasch und ziemlich gleichmafig iiber den gesamten 

Chloroplasien hin. Selbst bei einer GréRe von 3—4 4 und sechs bis acht 

Schichten sind die Plastiden aber noch ziemlich labil. Erst wenn das Wachs- 

tum im wesentlichen abgeschlossen ist und die Chloroplasten tief griin 
sind, verfestigt sich die Struktur endgiiltig. 

Die Chloroplasten quellen in der Mitte stirker als am Rande. An den 
Seiten sind selten die einzelnen Grana zu erkennen. In giinstigen Fallen 
ist bei extrem stark gequollenen Chloroplasten beim Senken des Tubus 
in Profilstellung zu sehen, da die tieferen Grana der gleichen Schicht an- 
gehodren wie die héheren. 


wicklung dieser Jung- 
chloroplasten lait sich 
gut an_ gequollenen 
Priparaten verfolgen. 


Wie schon erwahnt, findet man bei der Entwicklung der Chloroplasten 
von Agapanthus verschiedene, durch Lichtmangel bedingte Hemmungs- 





Studien iiber die Entwicklung der Chloroplasten bei Agapanthus umbellafus 291 


erscheinungen, die mit der von Béing (1954) bei Helodea beobachieten 
Entwicklung nach Etiolement weitgehend iibereinstimmen. 


Rs, 
ee? 


4 


& 


Abb. 16 und 17. Jungchloroplasien aus der hellgriinen Streckungszone, mit Formol 

fixiert, mit 0.5%igem KOH gequollen und mit Nilblausulfat gefarbt. Die geordnete 

Lage der Grana ist gut erhalten geblieben. Auch die Trigerlamellen sind zu er- 
kennen. 


Abb. 18 und 19. Ausgewachsene Chloroplasten, mit OsO, fixiert, mit 0.5%iger KOH 
gequollen und mit Nilblausulfat gefarbt. Man erkennt die Abnahme der Granazahl 
an den Seiten und das Zusammenlaufen der Schichten. 


An der Basis alterer Blatter, die sich nicht mehr wesentlich verlangern, 
findet man grofe Proplastiden mit primaren 
Grana von 1—2, Durchmesser, die sich beim 
Ergriinen in fiinf oder mehr Sekundiargrana auf- 
teilen, wobei die urspriingliche GréRe und die 
scharfe Begrenzung des primaren Granums —- 
schwach gefarbt gegeniiber den stark gefarbten 
Sekundirgrana — noch sicher zu erkennen ist. 
Die Grana verteilen sich nicht, sondern bleiben 
ziemlich dicht beisammen. AuRerhalb des Grana- 
komplexes ist das Stroma farblos und fluoreszenz- 
frei. Dieser Komplex wird gréfer und dehnt sich 
allmihlich iiber das ganze Plastid aus. 

Die gleichen Stadien lieBen sich an der weiben 
oder schwach ergriinten Basis ausgewachsener Blat- 


Abb. 20. In Sekundirgrana 
aufgeteiltes Primargranum 
aus der Basis eines er- 
wachsenen Blattes von 
Sagittaria spec. Mikrotom- 
praparat, nach Altmann 
ter von Sagittaria oder Dracaena beobachten. gefarbt. Vergr. 1 : 1400. 


ar 
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Diese Plastiden entwickeln sich meist nicht mehr zu normalen Chloro- 
plasten, sondern bleiben auf einer friihen Entwicklungsstufe stehen. 

Die zerfallenden grofen Grana von Lithops (Heitz 1936) zeigen das 
gleiche Aussehen. 

In jungen Blattern, die durch die alteren vom Licht abgeschlossen wer- 
den, beobachtet man vor allem im Winter andere Hemmungserscheinungen. 


14 
hal 


a, 
Abb. 21. Proplastiden aus der Basis ausgewachsener Blatter von Agapanthus, nach 
dem Leben gezeichnet. Die primiiren Grana ergriinen elektiv und teilen sich dani 
in vier bis sechs Sekundiargrana, die zunachst in einem scharf begrenzten Komplex 
beisammen bleiben und erst allmahlich auseinanderweichen. 


* 


|v 


Abb. 22 und 23. Ergriinende, in, ihrer Entwicklung durch Lichtmangel gehemmte 

Plastiden aus der gelbgriinen Streckungszone junger Blatter. Mehrere dicht ge- 

drangt liegende und stark gefairbte Grana sind von schwacher gefirbten Grana 

umgeben. Mikrotompriparat. nach Altmann fixiert und gefirbt. Rechts die 
Zeichnung. 


In der hier meist gelben Streckungszone kommt es vor, daf sich mehrere, 
dicht gedriangt liegende und starker gefairbte Grana von den schwicher 
gefarbten unterscheiden, die in alle Richtungen abwandern (Abb. 22 u. 23). 

Auch wenn die Grana bereits das ganze Plastid erfiillen, hebt sich noch 
ein manchmal mehr rundlicher, manchmal in Einzelgrana auflisbarer Kom- 
plex ab. Erst bei der weiteren Entwicklung gleicht sich die Differenz aus 
(Abb. 24 u. 25). 
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Die gleichen Bilder wie Abb. 24 und 25 erhalt man auch als Endstadium 
einer Entwicklung, bei der zuerst ein intensiv griin (bzw. im nach Altmann 


Abb. 24 und 25. Ergriinte Jungchloroplasten aus der hellgriinen Zone etiolierter, 

junger Blatter. Die Entwicklungshemmung ist noch an den eng beisammen liegen- 

den Grana zu erkennen. Mikrotompraparat, nach Altmann fixiert und gefarbt. 
Vergr. 1: 1400. Rechis die Zeichnung. 


gefarbten Mikrotompriaparat rot) gefarbtes groRes Granum, das eventuell 
schon in Teilgrana zerfallen 
sein kann, inmitten eines homo- 
gen griinlichen oder schwach 
granulierten Stromas liegt. Die 
Plastiden sind ihrer Form, 
GroRe und Farbe nach als 
Jungchloroplasten —anzuspre- 
chen. In Mikrotompriaparaten 
kann man bei der Farbung 
so stark differenzieren, daf 
das primaire Granum elektiv 
gefarbt ist und das Plastid 
sich von einem Proplastiden pp. 26. Jungchloroplasten mit noch erhalten 
nur durch die Grofe und Form _ gebliebenen intensiv griin gefirbten primiren 
unterscheidet. (Vermutlich ha- Grana. Lebend.. Daneben kleine Sekundiir- 
ben Heitz und Maly (1953) grana. 

diese Stadien bei ihren Unter- 

suchungen vorgelegen. Vgl. ihre Abbildungen.) In etwas ilteren Blatt- 
partien erscheinen auch im vorher homogenen Stroma die Grana, und der 
Unterschied gleicht sich aus. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die Existenz der primaren Grana, iiber die Strugger (1950) ersimalig 
berichtete, ist von De Rezende-Pinto (1948, 1952) und Heitz und 
Maly (1953) bestritten worden, weil sie im Leben in den jungen Plastiden 
weder im Hellfeld- noch im Fluoreszenzmikroskop eine Struktur erkennen 
konnten. Strugger (1954a) konnte aber zeigen, daf die primaren Grana 
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optisch maskierte Strukturen sind, die im Leben im Hellfeldmikroskop erst 
durch Quellung oder Entquellung des Stromas oder durch Einlagerung von 
Farbstoffen (Rhodamin B, Chlorophyll) sichtbar werden. Im Fluoreszenz- 
mikroskop sind sie nach neuesten Untersuchungen (Strugger 1954b) 
bereits in den jungen Meristemen durch ihre elektive Rotfluoreszenz nach- 
weisbar, und im Mikrotompraparat lassen sie sich (nach guter Fixation 
und Farbung!) bei den verschiedensten Pflanzen regelmafig und gut dar- 
stellen, so daf ihr Nachweis gesichert ist. 

Wie bei den monogranuliren Proplastiden ist auch bei den ersten Ent- 
wicklungsstadien — trotz des Chlorophyllgehaltes — im Leben haufig keine 
Struktur zu erkennen. Das braucht aber auch hier nicht zu bedeuten, daf 
die Grana voriibergehend nicht vorhanden sind. Zwischen den Brechungs- 
indizes von Stroma und Grana mu® ein nicht kontinuierlicher Unterschied 
bestehen, wenn die Grana sichtbar sein sollen, und das ist nicht immer —- 
auch bei erwachsenen Plastiden in wechselndem Mae — der Fall. Wie 
bei den Wurzelleukoplasten (Bartels 1954) ist in den scheinbar homogen 
ergriinenden Plastiden im Mikrotompraparat die Granastruktur nachweis- 
bar. Ob auch im Fluoreszenzmikroskop die Grana zu erkennen sind, mu 
durch neue Untersuchungen mit der modernsten Ausriistung entschieden 
werden. 

Besonders bei etiolierten Plastiden konnte sowohl die Aufteilung des 
primaren Granums als auch die raumliche Beziehung der Sekundirgrana 
zum Primargranum im Leben wie im Mikrotompraparat in Ubereinstim- 
mung mit den Befunden von Béing (1954) beobachtet werden. Nach diesen 
Ergebnissen ist die Annahme, da® immer zumindest eine substantielle Be- 
ziehung der Sekundirgrana zum primaren Granum besteht, wahrschein- 
licher als die Hypothese einer Neuentstehung der Grana aus dem Stroma. 
Ob das Stroma immer farblos ist oder ob es zwischendurch Chlorophyll 
enthalten kann, wird sich schwer entscheiden lassen. Es sei daran erinnert, 
da auch beim erwachsenen Chloroplasten im Hellfeldmikroskop die Farb- 
losigkeit des Stromas nicht immer sicher zu erkennen ist. Wenn die Chloro- 
plasien sich abgerundet haben, beobachtet man regelmaBig zwei bis drei 
Granaschichien, die sich dann rasch vermehren, bis im erwachsenen Chloro- 
plasten acht bis zwélf Schichten iibereinander liegen. Ob sich die Sekundir- 
grana wie die Primargrana durch Teilung parallel zur Flache vermehren, 
laBt sich nicht direkt beobachten, da die Strukturen unter der Auflésungs- 
grenze des Mikroskops liegen und erst durch Quellung sichtbar werden. 
Es spricht aber dafiir, daB die Grana vom jungen Plastiden an immer in 
Geldrolien angeordnet sind und auch bei anomalen Plastiden, z. B. bei 
einer apochlorotischen Mutante von Vicia Faba, die Grana in kurzen Geld- 
rollen liegen (Abb. 27). 

Fiir junge wie fiir ausgewachsene Chloroplasien wird die Frage der 
im Struggerschen Modell geforderien Traigerlamellen diskutiert. Polari- 
sationsoptisch ist schwer zu entscheiden, ob der ganze Chloroplast oder 
nur die Grana doppelbrechend, d. h. lamelliert sind. Nach Menke (1934) 
und neuverdings Béing (1954) ist die Doppelbrechung auf die Grana be- 
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schrankt, und elektronenoptisch war zuerst auch nur die Schichtung der 
Grana nachgewiesen worden. Durch die Arbeiten von Fineam, Sjéstrand 
und Steinmann (1953), Cohen und Bowler (1953) und Wolken und 
Schwaertz (1953) ist die durchgehende Lamellierung jetzt aber elek- 
tronenoptisch belegt worden. Offen bleibt noch, wann und wie die Lamellen 
entstehen. Heitz und Maly (1953) diskutieren die Denkschwierigkeiten, 
die sich ergeben, wenn ein festes Lamellensystem bereits in den jungen 
Plastiden angenommen wird. Nach der vorliegenden Arbeit ist zu dieser 
Frage folgendes festzustellen. 

Bei Lebendbeobachtung etiolierter Plastiden wie bei Mikrotompra- 
paraten zeigt sich, daf bei Beginn der Ausbildung der polygranularen 
Struktur sich das Stroma zwischen den Grana andert. Es wird zunehmend 
schwieriger, die Grana elektiv zu farben. Das Stroma verfestigt sich, die 
Plastiden verlieren ihre Améboidie und werden zu ellipsenférmigen bis 
runden Jungchloroplasten. Die Grana sind dann in zwei bis drei Schichten 
angeordnet. Vermutlich beginnt bei 
dieser Umwandlung die Ausbildung 
der Tragerlamellen. Alle Beobach- 
tungen lassen aber erkennen, daf 
der Zusammenhalt zwischen den a & 
Grana noch nicht sehr fest ist, son- 
dern daft er leicht, z. B. durch die 
Priparation des Schnittes oder, im Vakuolen 
normalen Zellgeschehen, bei der Tei- a 
lung gelést werden kann. Vom 


aia : Abb. 27. Plastiden einer apochlorotischen 
Jungchloroplasten an festigt sich 


Mutante von Vicia Faba. Im vakuoli- 
dann die Lamellierung. Eine Ver- _ sierten Stroma liegen unregelmaBig ver- 
mehrung der Geldrollen findet ver-  teilt einige Grana. Gelegentlich sind 
mutlichh nur am Rande der Pla- kurze Geldrollen zu erkennen. 
stiden statt (vgl. Heitz und Maly 
1953 und Béing 1954), an dem die Lamellen zusammenlaufen. Beim aus- 
gewachsenen Chloroplasten hat sich die Lamellierung so gefestigt, daB die 
Ordnung der Grana haufig selbst bei extremer Quellung erhalten bleibt. 
Uber Anderungen in der chemischen Zusammensetzung im Verlauf der 
Eniwicklung kann nach den Ergebnissen der Fixations-, Einbettungs- und 
Quellungsversuche nur wenig gesagt werden. Der Unterschied zwischen 
Proplastiden und Jungchloroplasten im Verhalten bei der Einbettung bzw. 
gegeniiber KOH spricht dafiir, da sich der Gehalt, die Zusammensetzung 
oder die Bindungsart der Lipoide in den Grana vielleicht im Zusammen- 
hang mit der Chlorophylleinlagerung andern. Auch bei den ausgewachsenen 
Plastiden zeigt die groRe Variationsbreite im Verhalten gegeniiber Fixation, 
Einbetiung und Quellung, daf sich trotz gleichbleibender mikroskopischer 
Struktur im Verlauf der Stoffwechselprozesse die Zusammenseizung der 
Plastidensubstanz, vor allem die der Lipoide, andert (vgl. Bot 1942). 
Licht, Temperatur und Wassergehalt diirften hierbei wirksam sein, aber 
um genauere Aussagen machen zu kénnen, miiften die Zusammenhange 
systematisch gepriift werden. 
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Zusammenfassung 


1. Die Angaben von Strugger (1950, 1954a), da sich in den Pro- 
plastiden nach guter Fixation und Farbung regelmafig ein scheibchen- 
formiges primiares Granum nachweisen lat, konnten bestatigt werden. 

2. Dieses primare Granum ergriint bei Belichtung nach Etiolement 
elektiv und wird damit auch im Leben sichtbar. Auch in diesem Punkt 
stimmen die Ergebnisse der Arbeit mit denen von Strugger (1954a) und 
Boing (1954) iiberein. 

3. Es zeigte sich, daf die Entwicklung der polygranularen Struktur 
weitgehend von der Belichtung abhingig ist und bei Agapanthus durch 
Lichtmangel haufig die gleichen Hemmungen auftreten, die Béing (1954) 
bei etiolierten Plastiden von Helodea beobachiete. 

4. In vielen Fallen ist entweder eine Aufteilung des primaren Granums 
oder eine mehr oder weniger enge raumliche Beziehung der Sekundargrana 
zum Primargranum zu beobachten. Die Ergebnisse machen die Kontinuitit 
der Grana bei der somatischen Differenzierung sehr wahrscheinlich. 

>. Im Proplastiden werden zunachst zwei Granaschichten ausgebildet, 
die sich rasch vermehren. Im ausgewachsenen Chloroplasten liegen in der 
Mitte 8—10 Grana iibereinander, an den Seiten weniger. 

6. Die Ergebnisse sprechen dafiir, da die Grana bereits in den jungen 
Chloroplasten durch Lamellen verbunden sind, die sich im Verlauf der 
Entwicklung zunehmend verfestigen. 

7. Die Vitalanalyse wird erschwert durch die Tatsache, da sich Schadi- 
gungen der Zelle an den Plastiden friiher auswirken als an den anderen 
Zellbestandteilen. 


8. Der Strukturanalyse muften methodische Untersuchungen voraus- 
gehen. Die Fixation der Granastruktur aller Altersstadien ist auBer mit 
der von Strugger empfohlenen Osmiumsaure mit einem Gemisch von 
OsO, 2% + K.Cr.0, 3% 1:1 (Altmann) méglich. 4%iger Formaldehyd 
fixiert ausgewachsene Chloroplasten gut und Jungchloroplasten und poly- 
granulare Proplastiden mit einem Zusatz von CaCl, ausreichend. 


9. Nur eiweiffallende und saure Fixationsgemische sind fiir die Erhal- 
tung der Granastruktur ungeeignet. 

10. Bei den ersten Entwicklungsstadien ist wie bei den monogranularen 
Proplastiden (Strugger 1953) eine Entwasserung und Einbettung in 
Paraffin méglich. Die Grana der heranwachsenden und ausgewachsenen 
Chloroplasten werden durch die Intermedien meist herausgelést. 

11. Die Chloroplasten kénnen in Gelatine und nach OsO,-Fixation auch 
in Cremolan eingebettet werden. Eine elektive Anfarbung der Grana und 
Darstellung der Geldrollenstruktur ist allerdings sehr schwierig. 

12. Die von Strugger (1951) eingefiihrte KOH-Quellung fixierter Pla- 
stiden hat bei fixierten Handschnitten wesentlich bessere Erfolge als nach 
Einbettung. 

13. Die Plastiden sind in Abhangigkeit von den AuRenbedingungen 
(Licht, Temperatur, Jahreszeit usw.) unterschiedlich empfindlich gegeniiber 
Entwasserung, Einbettung und Quellung. 
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Die Arbeit wurde als Dissertation am Botanischen Institut der Uni- 
versitat Miinster i. Westf. ausgefiihrt. Meinem verehrten Lehrer, Herrn 
Prof. Dr. S. Strugger, danke ich herzlich fiir die Uberlassung des Themas 
und seine Unterstiitzung wahrend der Durchfiihrung der Arbeit. 
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Zur Bedeutung der lokalen Mitochondriendichte fiir 
Formkonstanz von Zellen 


Von 
Robert Bierling 
Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitit Heidelberg 
Mit 13 Textabbildungen 


(Eingelangt am 25. Juni 1954) 


Nachdem eine Reihe von biochemischen Untersuchungen |1| die Lokali- 
sation wichtiger zellularer Fermentsysteme, wie diejenigen der biologischen 
Oxydation und des Citronensaéurecyclus, in den Mitochondrien aufklaren 
konnte, erhebt sich die Frage, wie sich ihre daraus abzuleitenden Funktio- 
nen in ihrem morphodynamischen Verhalten aiufern. Beobachtungen an 
fixiertem Material und an Gewebekulturen [2, 3] haben ergeben, daf die 
Verhaliensweise dieser Zellorganelle offenbar gewisse RegelmaBigkeiten 
im Zusammenhang mit funktionellen Leistungen aufweist und daher einen 
empfindlichen Indikator fiir besondere Funktionszustande der Zelle dar- 
stellt. Fiir die Analyse solcher Vorgiange ist die phasenoptische Unter- 
suchung des Verhaltens lebender Zellen und ihrer Organellen iiber laingere 
Zeitabschnitte eine besonders brauchbare Methode. 

Unter der Annahme, daf sich die fermentativen Oxydationsprozesse 
an den inneren bzw. auferen Oberflachen der Mitochondrien abspielen, 
wird man folgern diirfen, da& bei voller Aktivitat dieser Zellpartikel in 
ihrer niiheren Umgebung das Niveau an Adenosintriphosphorsaiure (ATP) 
besonders hoch ist, dafi es aber bei ihrer Inaktivierung bzw. Abwesenheit 
in gewissen Zellregionen absinkt. Die Héhe des ATP-Spiegels aber laBi sich 
indirekt an der Form oder dem Verhalten der Zelloberflache ablesen, wenn 
man von der Vorstellung ausgeht, dal} diese ein mechanochemisches System 
darstellt, dessen Tonus weitgehend von der Hohe des ATP-Spiegels ab- 
hingt. Lettré [4] hat fiir die Oberflache normaler Zellen wahrend der 
Mitose und der Interphase zeigen kénnen, daf sie sich bei hohem ATP- 
Niveau in einem weitgehend tonischen (kontrahierten) Zustand befindet, 
wihrend bei seinem Absinken regional auftretende Erschlaffung des kon- 
traktilen Oberflaichensystems erfolgt. Die Tatsache, da durch Atmungs- 
gifte bzw. mitochondrienaffine Farbstoffe solcie Phinomene herbeigefiihrt, 
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durch zusatzliche ATP-Gabe aber auch wieder aufgehoben werden konn- 
ten, ist ein Zeichen dafiir, daR offenbar die Mitochondrienaktivitit (Mito- 
chondrienfunktion), der ATP-Spiegel und das Verhalten der Zelloberflache 
in einem Zusammenhang miteinander stehen. Hoffmann-Berling und 
Weber [5] haben an extrahierten Zellen die Fahigkeit von Zellelementen 
zur Kontraktion mit ATP analog den Muskelmodellen direkt demonstrieren 
kénnen. 

Auf Grund dieser experimentellen Ergebnisse lift sich arbeitshypothe- 
tisch der Ansatz machen, dali ganz allgemein Veranderungen der Zellform 
bzw. die Zellbewegungen, welche durch regional unterschiedliche Kontrak- 
tionen und Erschlaffungen des Oberflachensystems zustande kommen, vom 
ATP-Niveau und dieses wiederum von dem jeweiligen Funktionszustand 
und dem dynamischen Verhalten der Mitochondrien abhangig sind. Die 
folgenden Beobachtungen des Verhaltens von Fadenmitochondrien bei ge- 
wissen Oberflachenzustanden der Zelle wahrend der Interphase haben diese 
Relationen zum Gegenstand. Mit den friiher verwendeten chemischen Fak- 
toren [4] laBt sich eine experimentelle Anderung der lokalen Mitochondrien- 
dichte nur schwierig beobachten. Auf Anregung von Prof. Lettré habe 
ich die Wirkung von Abkiihlung und Wiedererwarmung von Gewebekul- 
turen untersucht, und hierin lief sich eine Methode der reversiblen Mito- 
chondrieninaktivierung finden. 


Material und Methode 


Die Untersuchungen wurden an Deckglaskulturen mesenchymaler Fibro- 


blasten von neuntagigen Hiihnerembryonen durchgefiihrt. Ihre Ziichtung 
erfolgte in einem Nihrmedium aus gleichen Teilen Hiihnerplasma und 
Embryonalextrakt bei 38°. Die Auswahl der Kulturen geschah besonders 
sorgfaltig daraufhin. méglichst gesunde Normalzellen zur Verfiigung zu 
haben. 


Um die fraglichen Phainomene. die sich in gleicher Weise an unbehan- 
delten Kulturen beobachten lassen, synchron an vielen Zellen untersuchen 
zu kénnen, kiihlten wir 24 Stunden alte Kulturen 4—3 Stunden im Eis- 
schrank auf + 1° ab. Danach wurden sie bei Zimmertemperatur mehrere 
Stunden lang allmahlich wieder aufgewarmt und gelangten nach dieser 
Zeit zur Beobachtung in den Brutschrank bei 38°. Fiihrt man die Kulturen 
direkt aus dem abgekiihlten Zustand in eine Umgebung von 38° iiber, so 
sind die im folgenden beschriebenen Phanomene der Oberflachenbewegung 
zu ausgeprigt und die Relation zu den Mitochondrien schwieriger zu be- 
obachten. 

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit der Phasenoptik der 
Firma Leitz, Wetzlar, durchgefiihrt. 


Untersuchungsergebnisse 


Abb. 1—3 geben zur Demonsiration der Mitochondrienverteilung nor- 
male Fibroblasten oder Teile derselben bei 38° wieder. 
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Abb. 1. Fibroblastenzelle bei normaler Temperatur mit diffuser Mitochondrien- 
anordnung (nachvergréBert auf 1200). 


Die Aufnahmen wurden mit der Phasenoptik der Firma Leitz, Wetzlar, ge- 
macht; Objektive Pv 70:1 und Pv 90:1, Okular: Periplan 8. 


Abb. 2. Zellauslaufer mit Fadenmitochondrien (nachvergréBert auf 1800X). 


Die Zellen der auBeren Wachstumszone von Kulturen, die der obigen 
Behandlung unterworfen wurden, befinden sich unmittelbar nach der 
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Abb. 3. Aggregat von Fadenmitochondrien im Ausliufer einer Zelle bei 38° (nach- 
vergréBert auf 1800X). 


Abb. 4 und 5. Wachstumszone einer Fibroblastenkultur vor (4) und nach (5) der 
Kalteeinwirkung. 

Kalteeinwirkung in einem deutlich geschrumpfien Zustand, und zwar um 

so mehr, je linger diese andauerte (vgl. Abb. 4 und 3). Die Ausdehnung 

bzw. das Volumen der Zellauslaufer wird dabei oft erheblich reduziert, 


und es entstehen so zwischen den normalerweise dicht aneinanderliegenden 
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Zellen mehr oder weniger weite Zwischenraume. Doch bleiben die Zellen 
iiber diese Interzellularriume hinweg durch auffallend viele feinste 
Plasmafaden miteinander verbunden. In diesem Zustand liegen die Mito- 
chondrien und sonstigen Zellpartikel meist bewegungslos in der naheren 
und weiteren Umgebung des Kernes. 


Bei langsamer Aufwarmung auf 38° beginnen die Zellen und ihre Aus- 
laufer sich wieder auszudehnen, und im Laufe von 1—2 Stunden, vor allem 
im Plasma des distalen Zeilteils, verlangern sich diese Ausliufer und neue 
bilden sich. Dies geschieht, indem das Plasma sowohl blasig vorquillt als 
auch in der Bewegungsrichtung feine plasmatische Spitzen bildet und an 
den Saéumen undulierende Bewegungen ausfiihrt. Das Plasma ist dabei 
offenbar in diesen neuen Auslaufern starker verfliissigt und seine Ober- 
fliche besonders plastisch. Wahrend dieser ersten Phase befinden sich in 
diesen Plasmazonen héchstens ganz vereinzelt, im allgemeinen aber iiber- 
haupt keine Zellpartikel (Abb. 6). Erst nach einer gewissen Latenzzeit 
erlangen die Mitochondrien ihre Bewegungsfahigkeit zuriick, und es be- 
ginnen nun in die neuen Auslaufer zunachst kleinere, schnell bewegliche 
Partikel, dann aber auch kugelige Mitochondrien und Stabchenformen ein- 
zuwandern. SchlieBlich aber schieben sich auch einzelne Fadenmitochon- 
drien in den distalen Zellteil hinein (Abb. 7—13). Sie weisen zu Beginn der 
Einwanderung oft eigentiimliche Verdickungen auf, die sich auf der Faden- 
lange verschieben kénnen, wie wenn Perlen auf einer Schnur bewegt 
wiirden. In diesem Stadium machen auch einzelne Kugelmitochondrien 
einen Formwechsel zum Faden durch, indem ein- oder beidseitig des 
kugeligen Mitochondriums aus seiner Substanz feinste Faden entwickelit 
werden, in welche im Verlauf des weiteren Formwedhsels schlieBlich die 
Kugel aufgeht. 

Unter dem ihnen eigentiimlichen Bewegungsverhalten |6, 7| bilden solche 
fadigen Mitochondrien dann sehr haufig in vielen Zellen im Verlauf von 
etwa % bis % Stunde lange Fadenaggregate, die sich bis in die auRersten 
Zellauslaufer hineinschieben und sich hier manchmal gabelférmig an die 
aiuBere Plasmamembran heften. 


Das Vorderende solcher einwandernden Mitochondrien ist meist ver- 
dickt und besonders beweglich. Eine Vorwartsbewegung kommt z. B. etwa 
dadurch zustande, indem es iiber die ganze Breite des Auslaufers schwin- 
gende Bewegungen ausfiihrt, wobei es sich unter Diinnerwerden in die 
Liinge streckt. Solches Vorschnellen wechselt wiederholt mit schnellem Zu- 
riickweichen, so dal} man oft den Eindruck einer rhythmisch wiederholien 
Bewegungsform gewinnt, in der das Vorderende in der Bewegungsrichtung 
Raum gewinnt. SchlieBlich schiebt sich das Hinterende mit schlangelnden 
Bewegungen nach. 

Besonders auffallend ist aber ihr Verhalten bei der Bildung langer 
Fadenaggregate. Wiahrend der gleichzeitigen Einwanderung mehrerer 
Faden kommt es sdchlieBlich durch schwingende .,Orientierungs’- und 
schnellende Schlangelbewegungen, Aneinandervorbeigleiten, Hin- und Her- 
schieben. Verschmelzungen, Bildung neuer Teilstiicdke und durch deren 
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Einwanderung in bestehende Liicken zur Formation von langen naht- und 
liickenlosen Faden, die aus der Kernregion bis in die Ausliuferspitzen 
hineinreichen (Abb. 12, 2, 3). Wihrend dieses ganzen Vorgangs, der infolge 
seiner Dynamik nur schwer beschreibend anschaulich gemacht werden kann, 


~~ 


Abb. 6. Zellausliufer nach Wiedererwaérmung auf 38° mit distal ausgequollenem 
Abb. 6. Zellauslauf h Wiedere x auf 38° mit distal r llene 


Plasma (nachvergréRert auf 1800). 


Abb. 8. 
zeigen die Mitochondrien die ganze Mannigfaltigkeit ihres Bewegungsver- 
haltens, die an anderer Stelle eingehend analysiert worden ist [6, 7]. 
Die Bestandigkeit solcher langen Mitochondrienfaden scheint nicht sehr 
gr 


groB zu sein. Nach einiger Zeit lésen sie sich namlich wieder in ihre Teil- 
stiicke auf, die dann, meist ohne Verbindung miteinander, parallel zur 
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Abb. 7—13. Einwanderung von Fadenmitochondrien in einen zunichst rein plasma- 

tischen Zellausliufer (waihrend der Wiederérwarmung auf 38°) und Bildung von 

langen Fadenaggregaten (Zeitintervall zwischen den Aufnahmen je 10 Minuten) 
(nachvergréRert auf 1200X). 


Protoplasma, Bd. XLIV/3 7 
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Langsachse des Auslaufers liegen bleiben. Etwa zur gleichen Zeit tritt all- 
mahlich eine Beruhigung der Zelloberflache und damit eine Art von ,,Stabi- 
lisierung” der auferen Zellform ein. Der Ablauf der nun stattfindenden 
Formverainderungen und Bewegungen der Zelle sowie des Mitochondrien- 
verhaltens normalisiert sich nun auf das iibliche Zeitmaf. 

Gleichartige Phinomene kann man beim Studium von Fibroblasten, die 
standig bei 38° gehalten sind, auch beobachten, wenn aus bisher unbe- 
kannien Griinden die Mitochondrien sich von der Zellperipherie zum Kern 
bewegen. Auch damit kann eine Instabilitat der Zelloberflache und die 
Auslésung von Zellbewegungen verbunden sein, die wieder verschwindet, 
wenn die Mitochondrien aus ebenso bisher unbekannten Griinden sich 
wieder vom Kern entfernen. Gegeniiber diesen, sich aus dem normalen Zell- 
verhalten ergebenden Phanomenen hat die oben geschilderte Methodik den 
Vorzug, daf mit ihr experimentell eine reversible Anderung der lokalen 
Mitochondriendichte herbeigefiihrt werden kann und die damit verbunde- 
nen Effekte studiert werden kénnen. 


Zusammenfassung 


Nach mehrstiindiger Abkiihlung von Gewebekulturen von Fibroblasten 
von Hiihnerembryonen auf +1° und vorsichtiger Wiedererwarmung auf 
38° bilden sich an den zunichst deutlich kontrahierten Zellen der peri- 
pheren Wachstumszone neue distale Ausliufer, die bei regionaler Er- 
schlaffung des kontraktilen Oberflachensystems des Plasmas entstehen. 
Nach einer gewissen Latenzzeit wandern neben anderen Zellpartikeln auch 


Fadenmitochondrien in die neuen Auslaufer hinein und bildei dann ziem- 
lich regelmaBig lange Fadenaggregate, die von der Keruregion bis in die 
auRersten Auslaiuferspitzen hineinreichen. In diesem Stadium tritt eine 
allmahliche Beruhigung der Zelloberflache und damit eine Stabilisierung 
der Form der Zelle ein. SchlieBlich entsteht durch Auflésung des Aggregats 
in seine Teilstiicke und deren diffuse Verteilung im Auslaiufer wieder das 
iibliche Bild einer Fibroblastenzelle in der Interphase. 
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Die Wuchsstoffwirksamkeit von $-Naphthoxyessigsaure 
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(Eingelangt am 13. Mai 1954) 


Im Laufe der Untersuchungen zahlreicher verschiedenartiger synthe- 
tisch zuganglicher Stoffe auf ihre Wirksamkeit als zellstreckende Wuchs- 


stoife mit dem _ Pastentest 
(Linser 1938) ergab sich im 
allgemeinen kein wesentlicher 
Wirkungsunterschied zwischen 
wirksamen Stoffen mit Siure- 
charakter, wenn sie als freie 
Saure bzw. als Salz verwendet 
wurden. Sowohl die Salze wie 
auch die Sauren selbst erwie- 
sen sich, wenn auch von zah- 
lenmaRig verschiedener, so 
doch gréRenordnungsmafig an- 
nahernd gleicher Wirkung. Eine 
auffallige Ausnahme _bildete 
— woriiber gelegentlich des 
Wuchsstoffsymposiums in Lund 
(Schweden) 1953 berichtet 
wurde — die f-Naphthoxy- 
essigsiure. Diese erwies sich 
in Form der freien Saure als 
stark hemmstoffwirksam, wih- 
rend sie in Form ihres K- oder 
Na-Salzes offenbar unwirksam 
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Abb. 1. Vergleich der Wirksamkeit verschiede- 
ner Konzentrationen der /-Naphthoxyessig- 
siure in Form des Na-, des K-Salzes und der 
freien Siure im Avena-Pastentest. (Mittelwerte 
aus je drei- bis viermal wiederholten An- 
saitzen zu je ca. 30 Testpflanzen pro Ansatz.) 
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erschien (Abb. 1). Um sicher zu sein ,daf ein und dieselbe Substanz je nach 
ihrer Form als Saure oder als Salz diese Verschiedenheit der Wirkung be- 
sitzt, wurde aus einer einzigen Herstellungscharge stammendes f-naphthoxy- 
essigsaures Kalium zur freien Saure umgearbeitet und aus dieser wiederum 
das Kaliumsalz und von diesem nochmals freie Saure hergestellt* und ge- 
testet. Es ergab sich dabei jeweils Wirksamkeit der freien Saure und an- 
nihernde Unwirksamkeit des K-Salzes. Der Wirksamkeitsunterschied konnte 
also nur durch den Unterschied zwischen der Salzform und der Saureform der 
Wirkstoffe bedingt sein. Danach war es von Interesse festzustellen, wie sich 
die beiden genannten Formen der 6-Naphthoxyessigsiure bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen im wafrigen Anteil der Paste verhalien 
wiirden. 


Uber die Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf das Zellstreckungs- 
wachstum berichtet schon S. Strugger (1932, 1934). Er sowie J. Bonner (1934) 
konnten zeigen, da Koleoptilzellen in Pufferlésungen von pH 4,0 eine vielfach 
gréBere Zellstreckung aufweisen als im annihernd neutralen Milieu (pH 7,3), 
woraus Bonner den Schlu# zog, da® nur das freie, undissoziierte Wuchsstoff- 
molekiil wirksam sei; doch konnte F. Brecht (1936) zeigen, da&® Wuchsstoff- und 
Sdurewirkung bei dem Zellstreckungsvorgang zeitlich verschieden eintreten und 
offenbar nicht ursaéchlich miteinander verkniipft sind. Van Santen (1938) zeigte. 
daft der pH-Einflu® auf die Zellstreckung im Bereich von pH 4,2 bis 5.8 der 
Titrationskurve der Wudchsstoffdissoziation entspricht, dies oberhalb von pH 5,8 
nicht mehr der Fall ist und unterhalb pH 4,18 eine Schidigung des Zellgewebes 
eintritt. Hierzu berichtet R. Pohl (1948) auf Grund eigener Versuche, daf die 
Sireckung der Koleoptilzylinder bei niedrigem pH-Wert. hoher Pufferkonzentration 
und bei geringer eigener Pufferungskapazitat der Zellen am gréften ist, da aber 
unterhalb von pH 4,3 eine Hemmung des Zellstreckungswachstums einsetzt. 
H. Weygand u. B. Wehnelt (1942) beobachteten, daB die Zugabe saurer Salze 
den wurzelbildenden Effekt von Wuchsstoffen steigert, und auch H. Séding (1952) 
gibt an, da® die Wurzelbildung bei pH 4,2 optimal verlaufe sowie auch, daft bei 
saurem pH mit Wuchsstoffen an Koleoptilen stairkere Kriimmungen erzielt werden. 
Ebenso betrachiete J. Rietsema (1949) bei der Avena-Koleoptile ein pH-Optimum 
des Zellstreckungswachstums bei 4,2, doch wurde dieses durch Indol-3-essigsiure 
auf 4,8 bis 5,2 verschoben und bei langerer Versuchsdauer sogar auf 5.6 bis 6,0. 
SchlieBlich wies E. W. Simon (1950), der ganz allgemein fiir mehrere Wirkstoff- 
systeme zeigte, daf die zur Erzielung eines Standard-Effekts nétige Wuchsstoff- 
konzeniration, falls es sich um eine schwache Saure handelt, bei niedrigen pH- 
Werten kleiner ist als bei hohen Werten und die undissoziierten Molekiile wirk- 
samer erscheinen als die dissoziierten, daraufhin, daB der volle Einflu® des pH- 
Wertes auf den biologischen Testeffekt iiberall da markiert ist bzw. sein kann, wo 
ein Wirkstoff aus einer kleinen gepufferten Substanzmenge in eine gréfere Menge 
von Zellen aufgenommen wird und erst nach einem langeren Transport von Zelle 
zu Zelle (also unter rein physiologischen pH-Verhaltnissen) zur Wirkung kommt 
bzw. den Effekt hervorruft. Nach diesen Ergebnissen war nicht ohne weiteres zu 
erwarten, in welcher Weise bei Verwendung der Pastenmethode der pH-Wert der 
waBrigen Phase der Paste von Einflu8 auf die Wirksamkeit der getesteten Substanz 


1 Fiir die Herstellung der P-Naphtoxyessigsiure-Produkte danke ich Herrn Dr. 
O. Schmid. 
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sein wiirde, und es war daher auch aus diesem Grunde von Interesse, Unter- 
suchungen mit auf bestimmte pH-Werte gepufferten Pasten durchzufiihren. 


Zu diesem Zwecke wurden verschiedenartige Pasten hergestellt, welche 
aus gleichen Gewichtsteilen Wollfett und Pufferlésung durch inniges Ver- 
reiben beider Mischungskomponenten hergestellt wurden. Die freie Saure 
des betreffenden, zur Testung gelangenden Wirkstoffes wurde dabei in 
eingewogener Menge dem Wollfett beigemischt und durch Verriihren und 
Erwiarmen darin gelést. Dies geschah so, weil die freie Saure sich im waBri- 
gen Anteil der Paste nur sehr schwer aufléste. Die Salzformen der Wirk- 
stoffe dagegen listen sich leicht in der Pufferlésung und wurden deshalb 
vor dem Verriihren der Paste dieser beigegeben. Bei dem nach Erwarmen 
auf etwa 60°C erfolgten, lange wahrenden Verriihren zur Lanolinpaste 
und dem anschlieRenden Stehenlassen der Paste kann angenommen wer- 
den, da sich bis zur Testung ein den jeweiligen Léslichkeiten entsprechen- 
des Verteilungsgleichgewicht in der Paste eingestellt hatte, welches die in der 
lipoiden wie in der waRrigen Phase der Paste vorliegenden Wirkstoff- 
konzentrationen bestimmte. 


Als Pufferlésungen wurden Gemische der beiden Komponenten des 


Mcllvaine-Zitronensaure-Phosphatpuffers beniitzt, deren Zusammen- 
setzung die folgende war: 


Lésung A: 0.2m Na,HPO,; Lésung B: 0,1 m Zitronensaure. 
Die den Mischungen entsprechenden pH-Werte sind in den Tab. 1 und 2 
eingetragen. 


Tab. 1. Koleoptilzuwachs wahrend 24 Stunden Versucisdauer unter dem Einfluf 
auf verschiedene pH-Werte gepufferter Lanolinpasten (ohne Wirkstoffzusatz; Mit- 
telmwerte aus vier Versuchsreihen): 





pH-Wert: 3,65 4,31 5,29 6,21 7,11 8,03 
mm: 27,3 26,7 28,3 27.4 26,9 25,2 
mittlerer Fehler: +1,6 +1,6 +1,8 +2.2 +2,0 +2,0 


Mittelwert aller pH-Proben: 27,0+0,5 





Tab. 2. B-Naphthoxyessigsdure (in Ather gelést, mit Wollfett vermischt, Ather ab- 
gedampft,. Wollfett 1:1 mit m/15 Zitronenséure-Phosphatpuffer nach Mcllvaine 
zu Lanolinpaste verrieben). 


Werte fiir Z% im Pastentest (Linser 1938). 





Konzentration 
in %: a 10~! 
Pufferlésung: 





pH 3,65 4 —14,3 
pH 4,31 + 0,8 —26,1 
pH 5,29 ~ G7 
pH 6,21 : —15,5 
pH 7,11 + 28 + 0,8 
pH 8,03 +5, +89 
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Zuniachst zeigte sich, da die auf verschiedene pH-Werte gepufferten 
Pasien in Abwesenheit von zellstreckenden Wirkstoffen (erwartungsgemaf) 
keinen signifikanten Einflu& auf das Zellstreccungswachsium der Hafer- 
koleoptilen ausiiben. Nur bei pH 8,03 ist eine geringfiigige Verzégerung 
des Koleoptilwachstums zu bemerken, welche etwa 10% des Normalzu- 
wachses bei niedrigeren pH-Werten betrigt. 

Die Z%-Werte der verschieden gepufferten wuchsstoff- bzw. hemmstoff- 
haltigen Pasten wurden jeweilig auf die zu gleichem pH-Wert gepufferten 
Lanolinpasten-Werte bezogen und in Prozenten von deren Normalzuwachs 
wihrend der Versuchsdauer bezogen. 

Die mit freier S-Naphthoxyessigsiure bei verschiedenen pH-Werten der 
Pufferlésungen in den Pasten erhaltenen Werte fiir Z% (Koleoptilzuwachs 


Z% 8 
40+ 40} 


20; 








— PH 8.03 
—pH 711 
— DH 6.21 
DH 4.31 
— DH 5.29 


DH 7.11 bis 8.03 
ph 3.65 


pH 3.65 bis 6,21 


A-Naphthoxy-essigsduve 80 _ &-naphthoxyessigsaures 
0° 02 107 0% 10° 107 0 % Kalium 














Abb. 2. $-Naphthoxyessigsiure (freie Abb. 3. Kaliumsalz der $-Naphthoxy- 
Saure), Mittelwerte fiir Z% bei sauer  essigsiure, Werte fiir Z% bei auf ver- 
gepufferten (untere Kurve) und neutral — schiedene pH-Werte gepufferten Pasten. 
bzw. alkalisch gepufferten Pasten (obere 

Kurve). 


wiahrend der 24stiindigen Versuchsdauer in Prozenten des gleichzeitigen Zu- 
wachses der ohne Wirkstoffzusatz behandelten Kontroll-Koleoptilen) sind 
in Tab. 2 zusammengestellt. Es handelt sich dabei um Mittelwerte, welche 
aus einer zweifach wiederholten Versuchsserie (von je ca. 30 Pflanzen pro 
Versuchsglied) erhalten wurden. Die Ubereinstimmung beider Serien unter- 
einander war zahlenmafig bei der Konzentration 10°% am besten; bei ge- 
trennter Auswertung zeigten beide Serien analoge Ergebnisse. Aus ihnen 
geht hervor, da Pufferung auf saure pH-Werte schon in kleineren Kon- 
zentrationen starke Hemmwirkungen der /-Naphihoxyessigsiure bedingt. 
wihrend bei neutraler bzw. alkalischer Pufferung die Konzentrationen 10-1 
und 10-?% noch keine Hemmwirkung erkennen lassen. Erst bei 10°% zeigt 
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bei neutralem oder alkalischem Z% 
pH auch die in freier Form in 
die Paste eingebrachte S-Naph- 20+ 
toxyessigsiure eine fast eben- 
so starke hemmende Wirkung 
wie bei sauren pH-Werten 
(Abb. 2). 

Die entsprechenden Werte 
fiir die verschiedenen Konzen- 
trationen des Kaliumsalzes der 
B-Naphthoxyessigsiaure bei ver- 
schiedenen pH-Werten sind der 
Abb. 3 zu entnehmen und zei- 
gen, daft der Wirkstoff um so 
mehr seine Hemmwirkung auch 0 
bei 10°% verliert, je mehr 3654.31 5.29 6.21 711 8.03 pH 
der pH-Wert sich dem alka- 
lischhen Bereich nahert, bis 





10° Ye (3-naphthaxy essig- 
saures Kalium 








Abb. 4. Abhangigkeit der Hemmungswirkung 
von 10°% $-naphthoxyessigsaures Kalium in 


schlieBlich bei pH 8,03 fast Lanolinpasten von verschiedenen pH-Werten 
keine Hemmwirkung' mehr der wiBrigen Phase. 
vorhanden ist (Abb. 4). 

Um auch das Verhalten eines Wuchsstoffes neben dem eines Hemmstoffes 
kennenzulernen, wurde in gleicher Weise wie mit der -Naphthoxyessig- 
siure mit der (freien) Indol-3-essigsiure eine Versuchsserie durchgefiihrt. 


2% Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
100+ Abb. 5 graphisch dargestellt. Bei den 
90 niedrigen pH-Werten (3,65; 4,31) er- 
80! vA ss gaben sich Konzentrations- Wirkungs- 

1 kurven mit einem ausgepragten 
Wirkungsoptimum (bei etwa 10-?%). 

Sie lassen bei der Konzentration 

ar 3.10-'% deutlich die Wirkung der 
Oi ee aor ue Hemmungskomponente der Indol-3- 
essigsaure erkennen. Bei den héch- 

sten pH-Werten (7,11; -8,03) dagegen 

liegt kein deutliches Optimum, son- 

dern eine S-Form der Kurve vor. 

welche, falls man sie zur Optimums- 

kurve erganzend  extrapolieren 

diirfte, ein Optimum nicht unter- 

halb von 10-'% zeigen kénnte. Dies 

: (ndol-3-Essigsdure zeigt, daft im alkalisch gepufferien 
3.10% 31 310% 3.10! Bereich die Hemmungskomponenie 
Abb. 5. Indol-3-essigsiure (freie Saure). der Indol-3-essigsiure viel weniger 
Werte fiir Z% bei auf verschiedene stark in Erscheinung tritt als im ge- 

pH-Werte gepufferten Pasten. pufferten Bereich. Die férdernde 
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Wirkung auf das Zellstreckungswachstum wird offenbar vom pH-Wert 
der wafrigen Phase in der Paste weniger beeinflu&t als die hemmende 
Komponente. 

Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit verschiedenen Beob- 
achtungen an sonstigen Wuchsstoffen (Linser 1954), bei welchen die freien 
Sauren vergleichend neben ihren Salzen getestet wurden, wobei stets die 
freien Saéuren ausgepragtere Wirkungsoptima, also starkere Hemmungs- 
komponenten zeigten als die entsprechenden Alkalisalze, und zwar nicht 
nur beim Vergleich der in Prozenten angegebenen, sondern auch beim Ver- 
gleich molarer Konzentrationen. 

Es darf nun (auf Grund des Massenwirkungsgesetzes) angenommen wer- 
den, da ein um so gréferer Anteil des Kaliumsalzes der S-Naphthoxy- 
essigsiure in dissoziierter Form vorliegt, je geringer der Saéuregrad der 
verwendeten Pufferlésungen gewahlt wird. Unter dieser Voraussetzung 
wiirde die Hemmwirkung also der undissoziierten Form des K-Salzes bzw. 
der Séure zuzuschreiben sein. Es ware nun jedoch nicht gerechtfertigt, an- 
zunehmen, daf auch innerhalb der Zelle bzw. des Protoplasmas nur der 
undissoziierten Form Hemmwirksamkeit zukomme, denn das durch die 
Pufferlésung im pH bestimmte Milieu endet an der Zellgrenzschicht, so 
daf es nur den Ubertritt des Molekiils in diese, nicht mehr aber sein Ver- 
halien innerhalb des lebenden Systems direkt zu beeinflussen vermag 


(vgl. E. W. Simon, 1950). 


Zusammenfassung 


Bei Testung auf Zellstreckungswirkung von f-Naphthoxyessigsiure und 
ihrem Kaliumsalz in Lanolinpasten mit auf verschiedene pH-Werte ge- 
puffertem wafrigen Anteil zeigte die Form der freien Saéure eine starke 
Hemmungsaktivitat im sauren Bereich und eine nur geringe im alkalischen 
Bereich. Das K-Salz zeigte nur im sauren Bereich eine starke Hemmungs- 
aktivitat, welche sich bei Annaherung an den Neutralpunkt immer mehr 
vermindert und im alkalischen Bereich fast véllig verschwindet. Auch die 
Indol-3-essigséure besitzt im sauren Bereich eine starkere Hemmungs- 
komponente als im alkalischen. Es ist zu vermuten, da die Hemmungs- 
komponente an die Aufnahme der undissoziierten Form des Wirkstoffs 
durch die Zellgrenzschicht gebunden ist. 
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1951 machten wir die Beobachtung |i], da bei Fibroblasten (24 Stun- 
den in vitro gewachsen) nach Zusatz des Farbstoffs Viktoriablau feine 
Oberflichenbewegungen beginnen, die in starkere Plasmabewegungen 
iibergehen (siehe Abb. 1—3). Diese Bewegung findet bei allen Zellen statt, 
in die der Farbstoff eingedrungen ist. und die Fibroblasten zeigen so in 
Teilungsruhe eine Plasmabewegung wie sonst nur im Stadium der Mitose 
und der Plasmateilung. Der Farbstoff farbt und verklumpt zunichst die 
Mitochondrien, erst spater tritt er auch in den Zellkern iiber. Die Mito- 
chondrien sind als Trager von Oxydationsfermenten bekannt [2], und die 
selektive Anfarbung der Mitochondrien korrespondiert mit einer Hemmung 
der Atmung der Zellen. Eine Inhibierung der Atmung durch Viktoriablau 
ist schon friiher beschrieben worden [3] und wurde von uns in unabhingi- 
gen Versuchen bestatigt. Auf Grund dieser Wirkung wurden andere At- 
mungsgifte untersucht und auch mit ihnen die gleiche Bewegungsauslésung 
erzielt [4]. 

In vorhergehenden Versuchen hatten wir uns, angeregt durch die Hypo- 
these von Brachet [5], daf{ Adenosintriphosphorséure (ATP) die energie- 
liefernde Substanz bei der Zellteilung sei, mit der Bedeutung dieser Sub- 
stanz bei der Mitose beschaftigt. Wir fanden, daf die zellieilungshemmende 
Wirkung des Colchicins durch ATP aufgehoben werden kann [6| und daft 
Stoffe, welche nach ihren Eigenschaften den ATP-Haushalt der Zelle stéren 
oder als Muskelgifte wirken, die Wirksamkeit des Colchicins verstiarken [7]. 
Aus diesen Feststellungen heraus lag es nahe, auch die oben erwahnien 
Plasmabewegungen mit der ATP in Beziehung zu bringen. Ublicherweise 
ordnet man einer Bewegung wie etwa der Muskelkontraktion ein Mehr an 
ATP zu. Die chemischen Eingriffe, welche durch Atmungshemmung hier 
eine Bewegungsauslésung bedingen, vermindern jedoch nach allen bio- 
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chemischen Erfahrungen 
durch die Hemmung der 
Atmung die Produktion 
an ATP. Demgemal 
kann die Bewegungs- 
auslésung nur so ver- 
standen werden, daf 
die Zelloberflache sich 
schon in einem Zustand 
der Kontraktion befin- 
det und daf die Bewe- 
gung hier nur durch ein 
partielles Lésen der 
Kontraktion der Zell- 
oberflache gedeutet wer- 
den kann, also durch den 
Ubergang eines Tonus 
der Zelloberflache in eine 
lokale Erschlaffung, die 
wieder von Kontraktio- 
nen gefolgt wird. Unter 
dieser Annahme miifte 
man die Bewegungs- 
auslésung mit Hilfe von 
ATP (als Folgeprodukt 
der Atmung)  unter- 
driicken kénnen. In der 
Tat kann man mit einer 
Mischung von ATP- 
Natrium und Viktoria- 
blau die Zellen  trotz 
einer Anfarbung mit 
dem Farbstoff fiir lan- 
gere Zeit in Formkon- 
stanz halten [1]; da das 
zugesetete AFP nach und 
nach in Adenosin-di- 
und mono-phosphat und 
ihre Folgeprodukte ge- 
spalten wird, tritt nach 
einiger Zeit, je nach der 
Dosis in 1—2 Stunden, 
dann die Zellbewegung 
auf, die mit Viktoria- 
blau allein in einem 
durch die Eindiffusion 


Abb. 1—3. Fibroblasten nach Zusaiz von Viktoriablau. 
Abb. 1. 5 Min. nach Zugabe; normales Bild. Abb. 2. 
10 Min. nach Zugabe; Stadium der beginnenden Ober- 


flichenbewegung. Abb. 3. 25 Min. nach Zugabe; alle 
Zellen abgerundet, lebhafte Plasmabewegungen. 
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begrenzten Zeitraum von 10—20 Minuten beginnt. Hier wird aiso durch 
ATP nicht, wie man es von der Muskelkontraktion erwarten wiirde, eine 
Bewegung ausgelist, sondern im Gegenteil unterdriickt. 


Die sich nur in geringem Umfang andernde Oberflaiche eines Fibro- 
blasten im Ruhezustand befindet sich demgema® nicht in einem statischen 
Zustand der Ruhe und Untatigkeit, sondern in einem Kontraktionszustand, 
einem Tonus, zu dessen Aufrechterhaltung der Stoffwechsel der Zelle die 
ausreichende Menge an ATP produzieren mul. Dies geschieht bei einer 
aerob lebenden Zelle durch die Atmungsprozesse, wobei pro Molekel um- 
gesetzter Glukose bis zu 38 Molekel ATP gebildet werden kénnen. Bei 
anaeroben Prozessen werden wesentlich geringere Mengen ATP gebildet. 
und eine Formkonstanz der Zellen kann also anaerob nur bestehen, wenn 
durch entsprechend vermehrten Glukoseumsatz eine adaiquate ATP-Pro- 
duktion erzielt wird. Auf dem Umweg iiber die ATP entscheidet so der 
Stoffwechsel iiber die Zellform, die demgema® nicht nur ein durch Struk- 
turen, sondern auch durch den Zellstoffwechsel bedingtes Phanomen ist. Bei 
Zellen ohne Formkonstanz wie Protozoen ist nach einer Hypothese von 
Goldacre und Lorch |8| ebenfalls eine Teilkontraktion der Zellober- 
fliche durch ATP als Ursache des Formwandels anzunehmen. Formande- 
rung ergibt sich so allgemein als Resultat von lokalen Kontraktionsunter- 
schieden der Zelloberflache, Formkonstanz als ein Gleichgewicht der Kon- 
iraktion der Zelloberflache, wobei die topographische Verteilung der Kon- 
traktion an der Zelloberflache die Gesamtform der Zelle bestimmt und 
zugleich strukturelle Elemente in ihrer Verteilung Bedeutung haben. Die 
Formkonstanz der Zelle ergibt sich weiter als abhaingig von der Anwesen- 
heit und der lokalen Dichte von Mitochondrien, die als Produzenten von 
ATP angesehen werden miissen. Diese Frage wird in der folgenden Arbeit 
von R. Bierling [9] erértert. Neben dem Fall der Gesamtkontraktion der 
Oberfliche kame fiir die Formkonstanz auch noch der Grenzfall der Ge- 
samterschlaffung in Betracht, d. h. eine Bewegungslosigkeit durch starke 
Minderung der ATP-Menge, Zustande, wie man sie an geschidigten, ab- 
gekugelten Fibroblasten beobachten kann. Im Grenzfall des Fehlens von 
ATP bedeutet dies eine Instabilitat der Zelle, die meist zum Zellzerfall 
fiihrt. 

Aus der Analogie im Erscheinungsbild der Plasmateilung von Fibro- 
blasten (siehe Abb. 12—15) mit dem der induzierten Plasmabewegungen 
wurde auf eine Inaktivierung der Mitochondrien wiahrend der Mitose ge- 
schlossen. Demgemi miifte anschlieBend an die erfolgte Plasmateilung 
bei der Wiederausbildung einer formkonstanten, spindelférmigen Zelle 
eine Reaktivierung der Mitochondrien vor sich gehen. Folgendes Experi- 
ment lai®t sich als Beweis hiefiir heranziehen: wie oben erwahnt, kann 
durch ATP die Wirkung des Viktoriablau fiir einige Zeit aufgehoben 
werden. In dieser Zeitspanne laufen noch Zellteilungen vollstandig ab. 
Wir haben Zeitrafferaufnahmen von solchen Zellteilungen gemacht, die 
gerade in dem Zeitpunkt des Ubergangs in die zweite Phase, erkenntlich 
an dem Bewegungsbeginn der Oberflache von Ruhezellen, abgelaufen 
waren. Zu diesem Zeitpunkt macht sich nun die durch das Viktoriablau 
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bewirkte Inaktivierung der Mitochondrien bemerkbar, d. h. in diesem Fall 
wird ihre Reaktivierung verhindert, und demgemaf verharren diese Zellen 
im Zustand stindiger Plasmabewegung. Im Gegensatz zu den im Anfang 








Abb. 4—9. Einzelbilder aus Zeitrafferfilmaufnahmen von Fibroblasten mit Zusatz 

von 407/ml Viktoriablau und 1.5mg/ml ATP-Na. Abb. 4: 1 Stunde nach Zusatz. 

Abb. 5: nach weiteren 10 Min., Abb. 6: nach 20 Min., Abb. 7: nach 35 Min., Abb. 8: 
nach 65 Min., Abb. 9: nach 73 Min. 


beschriebenen Versuchen wird hier nicht eine Bewegung ruhender Zellen 
ausgelést, sondern Zellen im Bewegungszustand werden daran gehindert. 
wieder in Zellen mit Formkonstanz iiberzugehen. Die Abbildungen 4—9 
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aus einem Zeitrafferfilm veranschaulichen diese Beobachtungen. In Abb. 4 
ist in der linken oberen Ecke eine Ruhezelle mit im wesentlichen glatter 
Oberflache zu erkennen und unten rechts eine eben vollendete Plasma- 
teilung. Auf den folgenden Abbildungen 5—9 in verschiedenen Zeitab- 
sianden sieht man, wie die Ruhezelle zunehmend Oberflachenbewegung 
zeigt, wahrend die gerade geteilten Zellen mit ihrer Oberflache iiber einen 
Zeitraum der Filmaufnahmen von 1% Stunden in Bewegung bleiben. 

Im vorigen Jahr haben Hoffmann-Berling und Weber [10] das 
sogenannte Zellmodell beschrieben, d. h. mit Glycerin-Wasser extrahierte 
Zellen, die aihnlich wie das analog herstellbare Muskelmodell von allen 
léslichen Fermentsystemen und auch von ATP befreit sind. Diese Zell- 
modelle kontrahieren sich nun beim Zusatz von ATP und sind daher ge- 
eignet, die Fahigkeit der Zelloberflache zur Kontraktion mit ATP direkt 
zu demonstrieren. Zellmodelle von Fibroblasten haben ihre Spindelform 
beibehalten und kugeln sich mit ATP ab. Dieses Verhalten steht im Gegen- 
satz zu dem Verhalten lebender Fibro- 
blasten, die mit ATP keine Verainderung 
der Spindelform [11], mit hohen Dosen 
eine reversible Starre unter Erhaltung der 
Spindelform zeigen. In Abb. 10 ist die 
Abhiangigkeit des Kontraktionsgrades des 
Zellmodells von Fibroblasten von der Kon- 
zentration an ATP nach Hof fmann- 
Berling wiedergegeben. Man ersieht 
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a a a -" hieraus, da® schon mit Mengen unter einer 
x 1079M ATP Konzentration von 1 Millimolar Kontrak- 

Abb. 10. Abhingigkeit der Kon- tion beginnt, die sich bei Erhéhung iiber 
traktion (relative Verkiirzung) 1 Millimolar nicht mehr vermehrt. Die 
eines Zellmodells von der Kon- Konzentration an ATP in lebenden Zellen 
zentration an ATP. kann man auf 1—2 Millimolar ansetzen: 

bei der Herstellung des Zellmodells aus 

einer lebenden Zelle wird die ATP-Menge auf Null gebracht. Hiebei behalten 
die Fibroblasten aber ihre Spindelform. Bei Ubereinstimmung von Zell- 
modell und lebender Zelle sollte man nun durch Wiederzugabe von ATP die 
Riickkehr in den Ausgangszustand, d. h. das Formgebilde erwarten, das 
bei der Ausgangskonzentration von ATP vorlag. Das Zellmodell behalt 
hiebei aber nicht seine Spindelform bei, sondern kugelt sich ab, erweist 
sich also als irreversibel. Das Zellmodell eines Fibroblasten mit Spindel- 
form ohne ATP muf als eine ..Metamorphose~ des lebenden Fibroblasten 
angesehen werden, die einem Zustand entspricht, der nicht mit der leben- 
den Zelle vergleichbar ist. Bei den Zellmodellen besteht ein Verlust der 
topographischen Verieilung der Kontraktilitat, der zum Teil durch die Aus- 
schaltung der Mitochondrien in diesem System bedingt sein kann. Bedeut- 
sam ist ferner der Unterschied, da das Zellmodell vom ATP-Gehalt Null 
durch Ubergang zu héherem ATP-Niveau abgekugelt wird, wahrend bei 
der lebenden Zelle diese Forminderung umgekehrt mit dem Ubergang von 
héherem zu niederem ATP-Niveau verkniipft ist. Daher sind SchluBfolge- 
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rungen iiber das Kontraktionsverhalten von lebenden Zellen aus dem Zell- 
modell nur mit Vorsicht zu treffen. In Abb. 11 ist schematisch dar- 
ATP 
a 


lebende Zellen Zellmodell 


0 


: Nich 
Zelirerlung (0) beweghch 


‘ 


(0) “stabil 


Abb. 11. 








| ausgelaug! an ATP 


Abb. 12—15. Fibroblast in unbeeinfluBter Zellteilung; starke Plasmabewegung. 


gestellt, wie sich die verschiedenen Wege von der lebenden Zelle zum Zell- 
modell und analoge Wege an der lebenden Zelle unterscheiden. 
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Aus dem Bewegungsverhalten der lebenden Zellen bei Anderung der 
Stoffwechselsituation wurden von uns auch SchluBfolgerungen iiber die 
Stoffwechselsituation wahrend der Mitose gezogen [1]. Es ware danach 
eine Atmungssistierung, d. h. eine Inaktivierung der Mitochondrien wih- 
rend der Zellteilung anzunehmen. Mit dieser Annahme stehen Messungen 
der Sauerstoffaufnahme an sich synchron teilenden Objekten in Uberein- 
stimmung (Erickson [12]. H. Stern [13], Zeuthen [14]). Selbstver- 
standlich wird fiir die Bewegungen und Einschniirungen wahrend der 
Mitose ATP benétigt. und lokale Verschiebungen im ATP-Niveau an Stel- 


Abb. 16—19. Zelle des Yoshida-Sarkoms der Ratte in unbeeinfluBter Zellteilung; 
Durchschniirung ohne Plasmabewegung. 


len erhéhten ATP-Bedarfs geben so das Bild der sich einerseits bewegen- 
den, andererseits sich durchschniirenden Zelle. Zellarten, die im Zustande 
der Teilungsruhe Formkonstanz haben und in der Teilung lebhafte Be- 
wegung zeigen (siehe Abb. 12—15), stehen Zellarten mit entgegengesetztem 
Verhalten gegeniiber. Wir beschaftigen uns zur Zeit mit Zellen des Yoshida- 
Sarkoms der Ratte [15], die nach Beobachtungen in vitro wahrend -der 
Teilungsruhe lebhafte Plasmabewegungen durchfiihren und zur Teilung 
hin sich in eine sich durchschniirende Kugel mit glatter Oberflaiche ver- 
wandeln (siehe Abb. 16—19). 

Die Annahme der Mitochondrien-Inaktivierung wahrend der Zellteilung 
und ihrer Reaktivierung nach der Teilung fiihrt noch zu einer neuartigen 
Beleuchtung des Problems der Koordinierung von Kernteilung und Plasma- 
ieilung. Die Bildung einer zweikernigen Zelle ergibt sich als Ablauf der 
Kernteilung (mitotisch [16] oder amitotisch) bei ausbleibender Plasmatei- 
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lung. Man kann das Ausbleiben der Plasmateilung als Hemmung eines 
fiir dieses Phanomen notwendigen chemischen oder strukturellen Systems 
auffassen, wie es bisher geschah. Dasselbe Erscheinungsbild wiirde sich 
aber auch aus einer Stérung der Koordinierung der Mitochondrienaktivitat, 
z. B. einer vorzeitigen Reaktivierung der Mitochondrien ergeben. Wahrend 
die erste Auffassung einen negativen Einfluf, eine Zellschadigung, postu- 
liert, wird durch die zweite eine gleichartige Wirkung eines positiven 
Effektes, eine Reaktivierung eines inaktiven Zustandes angenommen. Beide 
Méglichkeiten kénnen auftreten und miissen nur von Fall zu Fall entschie- 
den werden. 

Die 1951 aus den Beobachtungen an lebenden Zellen abgeleitete Vor- 
stellung iiber die Kontraktilitat der Zelloberflache durch ATP und die Auf- 
fassung einer formkonstanten Zelloberflache als tonusartiger Zustand lat 
zwanglos die Deutung der Mannigfaltigkeit der Erscheinungsformen bei 
verschiedenen Zellarten, Zellformen und Zellzustanden als Variationen 
der lokalen Kontraktionszustande der Zelloberflache zu. 

Herrn A. Mayer danken wir fiir seine Hilfe bei der Herstellung der 
Filmaufnahmen und Mikrophotographien. 
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Beobachtungen an Protoplasma und Chloroplasten der Alge 
Netrium digitus (Ehrenberg) bei Kultur unter LichtabschluB 


Von 
Dr. Oskar Kopetzky-Rechtperg, Wien 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 7. Mai 1954) 


Die Veréffentlichung der folgenden, an Protoplasma und Chlorophyll- 
kérper der Alge Netrium digitus (Conjugatae, Desmidiales) bei Lichtent- 
zug gemachten Beobachtungen erfolgt, obwohl iiber solche Experimente mit 
fadenférmigen Konjugaten und mit héheren Pflanzen schon eine Anzahl 
von Arbeiten meist alteren Datums vorliegen. Aus diesem Grunde konnte 
auch die Anfiihrung der entsprechenden Literatur auf das Notwendigste 
beschrankt werden. Meine Ergebnisse wurden durch mikroskopische Be- 
irachtung unter Anwendung einzelner einfacher mikrochemischer Reaktio- 
nen gefunden, ohne Zuhilfenahme der in den _ pflanzenphysiologischen 
Instituten derzeit verwendeten Untersuchungsmethoden, wie Plasmolyse, 
Vitalfarbung, Permeabilitaitsuntersuchung etc. Der Umstand, daft Netrium 
digitus infolge einer eigenartigen Formation seines wandstandigen Proto- 
plasmas unter den Desmidiales bis jetzt eine gewisse Sonderstellung ein- 
zunehmen scheint und von den Konjugaten iiberhaupt bisher nur die faden- 
formigen (bes. Spirogyra) Gegenstand ahnlicher Untersuchungen waren, 
moge die Veréffentlichung rechtfertigen. Es zeigt sich auch, da die grofen, 
jedem Eingriff und Einblick leicht zuganglichen Zellen der Desmidiales bes- 
sere Beobachtungsobjekte abgeben als die Fadenkonjugaten oder die im 
Zellverbande steckenden, oft viel kleineren Zellen der héheren Pflanzen. 
Als ein besonders giinstiger Umstand bei der Verwendung dieser Familie 
wird in mehreren Arbeiten der letzten Zeit aus dem Pflanzenphysiologi- 
schen Institut der Universitat Wien hervorgehoben, daf es bei dieser Algen- 
gruppe moglich ist, auf einem Objekttrager gréfere Teile einer ganzen 
Biocénose zu untersuchen und so das oft iiberraschend verschiedene Ver- 
halten der einzelnen Arten und Entwicklungszustinde gegen Reagenzien 
(Vitalfarbstoffe etc.) festzustellen (Cholnoky u. Hofler, Hoéfler u. 
Schindler, Hirn u. a.). 

Meine Beobachtungen erstreckten sich auBer auf Netrium digitus {N. d.) zu 
Kontrollzwecken auch auf die Desmidiale Closterium lunula Miiller (Nitzsch), 
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welche sich ebenfalls durch besonders grofe Zellen auszeichnet. Die Algen letzterer 
Art stammten aus einem Hochmoore bei Karlsstift (N.-Osterr.) und waren langere 
Zeit im Wiener Pflanzenphysiologischen Institut im Originalwasser in tadellosem 
Zustande weiter kultiviert worden. 

Die verwendeten Proben von N. d. waren in drei verschiedenen Partien am 
15. April, 20. Mai und 20. Oktober 1953 aus der ..Tintenlacke“, einem Teile des 
Hochmoores .,Rotmoos* am Lunzer Obersee (N.-Osterr.), gesammelt worden. Die 
Tintenlacke, deren pH nach den Untersuchungen mehrerer Beobachter etwa zwi- 
schen 4,5 und 5.2 schwankt, enthalt in der Randzone in den Sphagnum-Rasen 
(meist Sphagnum magellanicum) ungeheure Mengen von N. d. in dominierender 
Weise gegeniiber relativ wenigen anderen Arten von Desmidiales. Die gesammelten 
Proben wurden mit mindestens je einem Liter des Standortswassers in schonender 
Weise nach Wien gebracht, hier in weithalsige Flaschchen von 100 cm? Inhalt 
verteilt und in diesen Portionen zu Versuchen verwendet. Der im Laufe der Zeit 
eingetretene Verdunstungsverlust wurde nach Bedarf durch vorsichtigen Zusatz 
einer Abkochung von Sphagnummoos in dest. Wasser ersetzt. Diese Nahrfliissig- 
keit hatte sich dem Verfasser bei der Weiterkultur von N. d. stets gut bewahrt. 
So behandelte Netrium-Einsammlungen halten sich, wenn nicht besondere Zwi- 
schenfialle eintreten (Oberhitzung, Parasitenbefall), iiber ein Jahr und zeigen 
meist reichliche Teilungsstadien. vorausgesetzt, daf die urspriinglich mitgenommene 
Menge des Standortswassers nicht zu gering war. Der gréfere Teil der so auf- 
geteilten Proben wurde in einem Kiihlbecken des Pflanzenphysiologischen In- 
stituts gehalten, wobei das durchstrémende Leitungswasser in der warmeren 
Jahreszeit zwischen 7 und 10°C aufwies. Ein anderer Teil wurde in der Woh- 
nung, tagsiiber bei Zimmertemperatur, nachts bei der Temperatur der Gasse ge- 
halten, mit Ende des Herbstes jedoch dauernd im ungeheizten Zimmer. Sonnen- 
bestrahlung wurde bei den Algen im Kiihlbecken etwa 2—3 Stunden taglich 
zugelassen, bei den iibrigen ganzlich vermieden. Bei keiner der beiden Gruppen. 
die man natiirlich nicht als .,Reinkultur* bezeichnen diirfte, fand sich wahrend 
der ganzen, etwa sechs Monate dauernden Beobachtungszeit irgendein Unterschied 
der allgemeinen Vitalitat, der Protoplasmabewegung etc. In den dem _ Lichte 
ausgesetzten Proben waren auch fast immer Teilungsstadien zu finden. 

Die vollstandige Verdunklung einzelner Proben wurde in der Weise durch- 
gefiihrt, da® einige der im Kiihlbecken gehaltenen Glaschen in geraiumige Zink- 
blechschachteln, die im Zimmer zu verdunkelnden Proben in dichte Kartonschach- 
teln gestellt wurden, wobei sorgsam darauf geachtet wurde. daf die verdunkelten 
Proben dieselben Temperaturverhaltnisse durchmachen muBten wie die im Licht 
stehenden Kontrollen. Im ganzen wurden so etwa 20 Proben von N. d. und Clo- 
sterium lunula einer Verdunklung von bestimmt aufgezeichneter Zeitdauer aus- 
gesetzt und in bestimmten Zeitintervallen untersucht. Ein ungiinstiges Moment 
fiir die Beurteilung des Verdunklungseffektes bildete der Umstand, daf in keiner 
Partie des Ausgangsmaterials die Zellen sich in bezug auf die Menge der Reserve- 
stoffe (Starke, Ol) ganz gleich verhielten. Von den im ersten Friihjahr und Spat- 
herbst gesammelien Proben zeigten etwa 50% der Algen so reichliche Ansamm- 
lungen von Pyrenoidstairke, da® das Pyrenoid vollstandig in einem dichten 
Mantel von Stiarkekérnchen verborgen war. Reichliche Oltropfen waren vor- 
handen, einige dieser 7ellen hatten gelben oder rétlichgelben Zellsaft und etwas 
gelblich gefarbte Chloroplasten. Letztere waren im tibrigen morphologisch nicht 
verandert, auch das Plasma zeigte deutliche, oft sehr lebhafte Plasmastrémung. 
Diese Zellen befanden sich also in einem Zustande, den man mit Czurda als 
beginnende ..Speicherdegeneration“ bezeichnen kénnte. Es handelte sich hier um 
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die Winterform von N. d. Sie entsteht, wenn der Mineralsalzgehalt des Stand- 
ortswassers bei noch oder bereits wieder vorhandener Assimilationstitigkeit ab- 
nimmt. Die gegen den Herbst zunehmende Zahl dieser Zellen ist daher wahr- 
scheinlich mit einem Herabgehen der pH-Zahl des Standortswassers zu erklaren, 
da im Sommer und Herbst Regenwasser den einzigen Zuflu& zum Moore bildet. 
Mit Beginn des Winters wird allerdings auch die Assimilation infolge des ein- 
tretenden Lichimangels (Schneebedeckung) stark eingeschrinkt sein. Im Friihjahr 
kommen mit dem schmelzenden Schnee offenbar wieder gréfere Mengen von an- 
organischen und organischen Substanzen ins Moor, die eine Erhéhung des pH 
zur Folge haben diirften. Mindestens ein Teil der Winterformen, soweit er iiber- 
lebte, diirfte dann, bei zugleich zunehmender Assimilationstatigkeit, wieder in 
die lebhaft griine, durch rasche Teilungen vermehrte Normalform der Alge 
sich verwandeln. Es wire naheliegend, anzunehmen, daf die Entstehung der 
.Sommergeneration® von N. d. durch Auskeimen von Zygosporen verursacht 
wird und alle Winterformen zugrunde gingen. Aber es wird nicht nur in der 
Literatur immer wieder betont, wie selten Zygosporen von N. d. gefunden wur- 
den, auch der Verfasser selbst hat wiahrend einer fast zwanzigjihrigen Beob- 
achtungszeit zu allen Jahreszeiten (mit Ausnahme der Zeit, wo das Moor unter 
Schneebedeckung lag) niemals auch nur eine einzige Zygospore von N. d. finden 
kénnen. Ebensowenig konnien Netrium-Zellen im Vorstadium der Kopulation oder 
nach derselben beobachtet werden. Einzelne Exemplare der Alge mit so reich- 
licher Stérkeansammlung fanden sich iibrigens dauernd auch im Sommermaterial. 
Wie bereits erwahnt, muftte infolge des inhomogenen Friihjahrs- und besonders 
Herbstmaterials der Effekt der Lichteniziehung in bezug auf die Zeit sehr vor- 
sichtig eingeschitzt werden. Besonders interessant war, daf die im Spatherbst 
gesammelten Algen gegen die Verdunklung zum Teil (etwa 60%) ganz unemp- 
findlich waren, das heift gar nicht oder sehr langsam auf die Verdunklung 
reagierten. Es trat weder eine Abnahme der Reservesubstanzen noch eine zu- 
nehmende Atrophie der Chloroplasten ein. Die Protoplasmastrémung dieser Algen 
war trotzdem recht lebhaft, sie waren keineswegs abgestorben. Ahnlich wie N. d. 
verhielt sich in meinen Versuchen auch Closterium lunula. Wollte man daher solche 
Verdunklungsversuche in besonders exakter Weise durchfiihren. so wiirden, da ein 
volistindig homogenes Material wohl in keinem natiirlichen Standorte zu finden 
ist, eventuell Algenreinkulturen zu diesem Zwecke zu versuchen sein. Sie diirften 
zwar eine homogenere Beschaffenheit aufweisen, aber von anderen Fehlerquellen 
nicht frei sein. 

Vor der Mitteilung des Effektes der Verdunklungsversuche miissen einige Eigen- 
tiimlichkeiten des Zellbaues von N. d. angefiihrt werden. Unter den Mesotiniaceen, 
der ersten Familie der Desmidiales, zeigt N. d. weitaus die gréBten Zellen. Die 
Exemplare meiner Aufsammlung hatten einen Langsdurchmesser von durchschnitt- 
lich 260 4, einen Querdurchmesser von 60, wobei die Zellenlangen betrachtlich 
schwankten, die Querdurchmesser kaum wesentlich verschieden waren. Mdéglicher- 
weise sind in der Tintenlacke neben der Normalform auch kleinere Rassen von 
N. d. vorhanden, von welchen ich die Varietaét latum Hustedt am wahrscheinlich- 
sten halten wiirde. Da jedoch einerseits alle N.-Zellen vor und nach der Teilung 
sehr betrachtliche Langendifferenzen aufweisen, anderseits im Verhalten langerer 
oder kiirzerer Zellen bei meinen Versuchen kein Unterschied wahrnehmbar wurde, 
kommt dieser Frage keine besondere Bedeutung zu. N. d. hat unter allen Des- 
midiales wahrscheinlich die diinnste Zellhaut, welche die typische, von Liitke- 
miiller bereits 1902 festgestellte Zweischichtigkeit zeigt. Die um die Zelle herum 
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ausgeschiedene Gallerthiille ist manchmal recht betrachtlich, ein Porenapparat in 
der Zellwand konnte aber nicht nachgewiesen werden. Besondere Eigentiimlich- 
keiten, die bisher noch bei keiner anderen Desmidiale gefunden wurden, zeigt die 
Anordnung des Protoplasmas in der Zelle (Kopetzky-Rechtperg). Wahrend 
Kern und Chloroplast wie bei den anderen Konjugaten mit Protoplasmaschichten 
iiberzogen sind, die meist lebhafte Strémung zeigen, besteht der Protoplasmabelag 
an der Innenwand der Zelle hier deutlich aus einer iuferen unbeweglichen, mehr 
grobkérnigen Schicht und aus einer inneren hyalinen, beweglichen Cytoplasmalage. 
Fiir N. d. ist es nun im Gegensatz zu anderen Konjugaten charakteristisch, dak 
diese i4uBere Cytoplasmaschicht zarte strangférmige Verdickungen zeigt, welche in 
Abstinden von ungefihr 5. parallel zur Langsachse der Zelle an der Innenseite 
der Zellwand der ganzen Linge derselben nach bis in die Nahe der Zellpole ver- 
laufen. Manchmal sind die Abstande nicht ganz gleich, es finden sich auch einzelne 
fadenférmige, schief zwischen den longitudinalen Strangen ziehende Verbindungen. 
Die Zahl der langsverlaufenden Strange betragt (bei einem Abstande von ca. 5 4) 
etwa 37—40 im ganzen Umkreis der Zelle. Dadurch, daf diese Cytoplasmastrange, 
welche natiirlich nur bei starker VergréRerung sichtbar sind, etwas in das Innere 
der Zelle hineinragen, entstehen zwischen ihnen gewissermafen Rinnen, in denen 
wie in einem Bachbette das bewegliche Cytoplasma zirkuliert. Die Intensitat 
dieser Strémung ist auch bei N. d. besonders von der Temperatur, nicht von 
den Beleuchtungsverhialtnissen abhiangig. Dieser Cytoplasmaanteil ist an sich 
hyalin, diinnfliissig. Er enthalt in mehr oder minder grofer Anzahl trépfchen- 
férmige Einschliisse von etwa % bis 1 Durchmesser, die in der Strémung mit- 
geschleppt werden, jedoch auch teilweise Brownsche Molekularbewegung zeigen. 
Diese Kérperchen sind etwas starker lichtbrechend als das umgebende Cytoplasma, 
ihre Konsistenz ist dichter als dasselbe. Sie zeigen, wenn sie aneinander vorbei- 
gleiten, manchmal eine voriibergehende Deformation. Bei Zerstérung der Zelle ver- 
quellen sie auferst rasch im Wasser. Eine Beschreibung dieser Einschliisse konnte 
ich in der Literatur iiber die Konjugaten bisher nicht finden. Sie verhalten sich 
gegeniiber Fixierungsmitteln und Farbstoffen genau so wie die als ,,Chondriosomen 
(Mitochondrien)“ bezeichneten Plasmaeinschliisse (Fixierung durch chromsaure- 
oder formalinhaltige Mischungen; z. B. nach Régaud Vitalfairbung mit Janusgriin, 
Farbung mit Hamatoxylin etc.). Wenn ich daher in folgendem die Kérperchen als 
.Chondriosomen™ bezeichne, so méchte ich es trotzdem dahingestellt sein lassen, 
welcher Natur sie eigentlich sind, da in der botanischen Literatur im Laufe 
der Zeit offenbar die verschiedenartigsten Plasmaeinschliisse .,Chondriosomen“ 
benannt wurden. Vielleicht ware hier der von A. Meyer fiir ahnliche Einschliisse 
gebrauchte Ausdruck ,,Allinante“ zutreffender. Wie bei N. d. finden sich die gleichen 
K6rperchen iibrigens auch bei zahlreichen anderen Desmidiales, so besonders in 
groRer Zahl, aber etwas geringerer Gréfe bei Closterium lunula. Gipskristalle, 
welche bei letzterer Desmidiacee auch in Cytoplasma schwimmend nachgewiesen 
werden kénnen, waren bei N. d. dortselbst nicht zu finden, sondern nur im Va- 
kuolenraume. 


Der Kern von N. d. hat die Form eines Rotationsellipsoides, das mit seiner 
kiirzeren Achse von ca. 6—10. in der Langsrichtung der Zelle genau zentral liegt, 
wahrend die lingere Achse (von ca. 20“) die Richtung des Querdurchmessers der 
Zelle hat. Der Kern enthalt ein einziges Kernkérperchen und ist wie bei allen 
Desmidiales von einer Cytoplasmahiille, der Kerntasche. umgeben. In normalen 
Zellen bedecken die Enden der beiden Chloroplasten den Kern in der Mitte der 
Zelle so, da®B er kaum sichtbar ist. 
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Die Vakuolenriume von N. d. sind, wie am besten an Querschnitten fixierter 
Zellen erkannt wird, ziemlich grof® — sie finden sich nicht nur in Form einer um 
den Kern herum liegenden Vakuole, sondern auch der ganzen Linge der Zelle 
nach zwischen den Fortsatzeu der Chloroplasten als langgestreckte Raume und an 
beiden Zellpolen. Alle diese Raiume stehen, im Gegensatz zu den Vakuolen an- 
derer Desmidiales, miteinander in Verbindung. Die bereits erwaihnten Gipskristalle, 
welche stets in mehr oder minder grofer Zahl in den Vakuolen gefunden werden, 
haben bei N. d. die Form langgestreckter monokliner Tafeln, fast sdulenférmig, 
meist von geringer Gréfe, bis etwa 3,64 Linge. Sie bewegen sich im Zellsafte der 
Schwere folgend, die kleineren unter ihnen zeigen auch Brownsche M.B. Aufer 
den Kristallen finden sich im Zellsafte alterer Zellen, besonders der Winterformen. 
haufig kugelige oder knollige Abscheidungen, deren Oberflaiche meist maulbeer- 
artig gebuckelt ist. Sie sind oft zu gréferen Konglomeraten zusammengebacken 
und liegen immer ganz unbeweglich eingeklemmt in den Vakuolenriumen zwi- 
schen den Rippen der Chloroplasten. Sie verquellen beim Zerdriicken einer Zelle 
im Wasser sehr rasch von innen heraus, wobei die auBeren Schichten meist ein 
schwarzbraunes kriimeliges Pigment hinterlassen, das oft mit Salzsiiure Blau- 
farbung zeigt (Karotin). Diese Kérperchen verhalten sich im iibrigen so, wie die bei 
vielen Desmidiales regelmafig vorkommenden. vom Verfasser genauer untersuch- 
ten .,Gallert- oder Zersetzungskérperchen“ (Kopetzky-Rechtperg). Sie unter- 
scheiden sich von denselben aber immer durch ihre vollstandige Unbeweglichkeit. 
wiahrend die Gallert-Kérperchen, regelmaBig frei im Vakuolenraum schwimmend, 
stets lebhafte Brownsche M.B. zeigen. Hier liegt wieder ein Beispiel dafiir vor. 
daB& bei den Desmidiales selbst das Aussehen identischer oder fast identischer 
Zelleinschliisse von Art zu Art recht verschieden sein kann. Ebenfalls unbeweglich, 
in die Vakuolen hineinragend, sind die aus dem Chloroplasten ausgeschiedenen 
Oltropfen. Uber die Chloroplasten selbst. deren Veranderungen bei Lichtabschlu® 
beobachtet werden sollten, ist zu bemerken: N. d. hat in jeder Zellhalfte einen ein- 
zigen, um das stabférmige Pyrenoid herum gelagerten grofen axialen Chloro- 
phyllkérper. von welchem, quer aufgesetzt gegen die Zellperipherie zu, 9 Rippen 
wie die Speichen eines Rades abzweigen. Die in allen Handbiichern angegebene 
Zahl von 6 oder 7 Rippen ist unzutreffend, wie man an Quersdchnitten sehen kann. 
An den Zellpolen laufen diese Rippen in zungenférmige schmale Fortsatze aus, 
welche korbartig die Vakuole umgreifen. In der Mitte der Zelle beriihren sich 
beide Plastiden iiber dem Zellkern. Jede der Chloroplastenrippen ist wieder gegen 
die Peripherie der Zelle zu ihrer ganzen Lange nach in lappige Fortsatze zer- 
schnitten, die einen schmalen Stiel und einen breiten, ankerférmig aussehenden 
Endfortsatz haben. An jeder Rippe finden sich in der Halbzelle ungefiahr 9 bis 10 
solcher Lappen. Sie sind an ihrer Basis abwechselnd nach rechts und links ab- 
gebogen, so daB sie mit der Rippe etwa das Aussehen eines Sigeblattes bieten, 
dessen Zihne nach zwei verschiedenen Seiten ausgebogen waren. Von der Peri- 
pherie dieser Ankerfortsaitze an beiden Ecken derselben gehen Protoplasmafaden 
zu dem oben beschriebenen unbeweglichen Cytoplasmawandbelag der Zelle und 
befestigen so den Plastiden an der Zellwand. Dieses Verhiltnis ist bei normalen 
Zellen freilich nicht ohne weiteres sichtbar, da die Chloroplastenlappen sich der 
Zellwand sehr enge anlegen. Uber den feineren Aufbau der Chloroplasten von 
N. d. wiire zu bemerken, daf sich an denselben bei entsprechender Vergréferung 
und Beleuchtung sehr deutlich die sogenannte .,Granastruktur“ erkennen aft. 
In ihrer Anordnung entsprechen die Granaplattchen bei N. d. den von Geitler 
bei Closterium beschriebenen Formen, d. h. sie stellen sich in der Flachenansicht 
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der Chloroplastenfortsaitze als dicht nebeneinander liegende Plitichen, in der 
darauf senkrechten Richtung als feine Striche dar. Nach neueren Untersuchungen 
von Mevius und Diivel diirften manchmal die Granaplattchen in den ein- 
zelnen Schichten so gegeneinander verschoben sein, daf in einer Richtung eine 
dunkle Flache statt einem Mosaik von Plattchen sichtbar ist. Auch bei N. d. konnte 
ich einigemal derartiges beobachten. 

Uber die nun folgende zusammenfassende Darstellung des Effekis aller 
Verdunklungsbefunde wird bemerkt, da8 iiberall, wo iiber die Verdunk- 
lungswirkung bestimmte Zeitangaben gemacht werden, nur das im Friih- 
sommer (20. Mai) gesammelte Material beriicksichtigt wurde, weil nur 
dieses in einem gréRtenteils homogenen, in bezug auf die Menge der vor- 
handenen Reservesubstanzen gleichartigen Zustande waren. Die Wirkung 
des vollstindigen Lichtausfalles scheint bei N. d. und Closterium lunula 
innerhalb der ersten 8 Tage der Verdunklung lediglich in einem mehr oder 
minder vollstandigen Abbau der Reservesubstanzen (Starke, Ol) zu be- 
stehen, wobei die Stromastarke etwas rascher verschwindet als die Pyrenoid- 
stairke, von welch letzterer iiberhaupt noch langere Zeit (bis zu 2 Wochen) 
kleinere schuppenférmige Resie zuriickblieben. Wenn Oltropfen vorhanden 
sind, so werden sie noch langsamer als die Starke abgebaut. Der Schwund 
der Starke bewirkt zuerst, da& die Chloroplasten klarer und durchsichtiger 
werden. Eine starkere Vergriinung derselben tritt bei vollstandigem Licht- 
abschlu# nicht ein. Bei Algen, welche teils im natiirlichen Standorte, teils 
in einer Kultur unterbelichtet werden, ist ja bekanntlich eine solche immer 
wahrzunehmen. In unserem Falle aber sieht man die Chloroplasten all- 
mahlich mehr und mehr verblassen, wobei oft ein deutlicher gelber Farb- 
ton auffallt. Nach dem also zunachst einsetzenden Schwund der Reserve- 
stoffe besteht als weitere Folge des Lichtentzuges die vom Ende der ersten 
Woche an beginnende, dauernd fortschreitende Atrophie, resp. Verklei- 
nerung der Chloroplasten als hauptsdchlichstes und wesentlichstes 
Symptom. Die ersten Zeichen derselben werden an der Peripherie der an- 
kerférmigen Auslaufer der Rippenfortsatze sichtbar, indem sich dieselben 
ein wenig von der Zellinnenwand, der sie angelegt waren, zuriickziehen. 

Dabei wird es erst deutlich, da& von jedem Endzipfel dieser Fortsatze 
ein Protoplasmafaden gegen die Innenwand der Zelle hinzieht und den 
Chloroplasten mit den oben beschriebenen, unbeweglichen Protoplasmalangs- 
ziigen der Zellwand verbindet Abbildung (Abb. 1 d). Erst im Verlaufe der 
Verdunklung in der zweiten Woche zeigt sich die fortschreitende Atrophie in 
weiteren ganz charakteristischen Veriainderungen der ,.Ankerfortsatze*. Die 
Kerben zwischen den beiden Lappen derselben gleichen sich aus, die Anker- 
basis wird schmiler. Der Stiel der Anker verlangert sich (Abb. 1 e u. f.), so 
daf man den Eindruck hat, es besiehe eine Zugwirkung auf diese Fortsatze 
vom Zentrum des Chloroplasten her. Allmahlich verschmelzen die beiden 
Endlappen der Ankerfortsaétze zu einem einzigen, der nur mehr durch 
einen Protoplasmafaden mit der Zellwand in Verbindung steht. Vom Ende 
der ersten Woche an sieht man auch eine vorerst mafige Retraktion des 
Chloroplasten an den Polseiten der Zelle und in der Mitte derselben, so da 
der Kern und das ihn umgebende Cytoplasma sichtbar wird. Uberall schei- 
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nen die zu Zipfeln und Zacken ausgezogenen Fortsitze des Chloro- 
plasten nunmehr verkiirzt und abgerundet. Es scheint, da mit dem Abbau 
der Plastidensubstanz durch Atrophie zugleich die Kriafte der Kohision 
mehr und mehr formgebend an dem Chloroplasten wirksam werden, so da 
er, entsprechend seiner halbfliissigen Konsistenz, eine langliche Tropfen- 
figur annimmt. Dieser Vorgang hat groe Ahnlichkeit mit der von Eibl 
beschriebenen Retraktion des Chloroplasten der Desmidiacee Micrasterias, 
wenn die Zellen durch Klopfreize beeinfluRt werden (Eibl hat iibrigens 


ad ¥ g 
Abb. t.a c Netrium digitus, ganze Zellen; a Normalzustand, b nach dreiwoéchiger, 
c nach etwa fiinfwéchiger Verdunklung. d e Randteile der Chloroplastenrippen; 
d Normalzustand, e nach 2 Wochen, f nach 3 Wochen, g nach 4 bis 5 Wochen 
Verdunklung. 


auch bei Netrium selbst durch Klopfreize eine ahnliche Reakiion des Pla- 
stiden erzeugen kénnen). Es handelt sich aber. wie Eibl auch fiir seinen 
Fall hervorhebt, weder bei den Klopfreizeffekten noch bei der Plastiden- 
retraktion durch Hungeratrophie um eine aktive, selbstandige Retraktion 
der Chloroplasten. Im Falle der Hungeratrophie von Netrium wird der 
periphere Teil des Plastiden abgebaut und offenbar zugleich, ebenfalls 
durch atrophische Schidigung des Cytoplasmas, die Befestigung des Pla- 
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stiden an der Zellwand insuffizient. Bei Eibls Klopfversuchen wird dieses 
Cytoplasma gereizt und zur Kontraktion gebracht, und da es in Form von 
Platten und Zungen den Chloroplasten einschlieRt, auch dieser zum Riick- 
zug gebracht — sekundir werden dann in beiden Fallen die abrundenden 
Kohasionskrafte des Plastiden wirksam. Das niichste Stadium der Atrophie, 
welches etwa von Beginn der dritten Woche an zu beobachten ist, besteht 
in einer ziemlich rasch, vielleicht sogar plétzlich einsetzenden Ablésung 
aller bereits gerundeten Ankerfortsatze von der Zellinnenwand durch Zer- 
reiRung der Cytoplasmafiden, die bisher die Verbindung hergesiellt hat- 
ten. Dann zieht sich die ganze Chloroplastenmasse noch weiter zuriick und 
ihr Gesamtvolumen verringert sich noch mehr (Abb. 1 g). In diesem Stadium 
sieht man auch, daf die Chloroplastenrippen entsprechend der Verkiirzung 
der Chloroplasten in der Langsachse nicht mehr in einer Geraden, sondern 
in Bogenlinien von den Plastiden abzweigen, was darauf schlieBen laBt, 
da die Plastiden nicht nach allen Richtungen gleichmafig schrumpfen. 
Nicht so schnell geht der Ablésungsprozef der Chloroplasien in der Zell- 
mitte vonstatten. Die beiden schrumpfenden Plastiden ziehen nach ent- 
gegengesetzter Richtung den Kern wie ein Band auseinander, so daf seine 
Breite schlieBlich nur wenige Mikromillimeter betragt. Sogar das Kern- 
kérperchen wird zugleich in die Linge gezogen und nimmt schmal-ellipti- 
sche Form an (Abb. 1c). Den Beginn einer solchen Atrophie bei Zygnema 
peliosporum hat Czurda (1937, S. 65) abgebildet, doch in einem viel jiin- 
geren Stadium. Seine Angabe: ,,Die Plastiden vermégen sich aktiv. infolge 
einer Lingskontraktion von der Wand unter Fadenziehen des Cytoplasmas, 
ins Zellinnere zuriickzuziehen*, laBt natiirlich die Frage offen, was unter 
dem Ausdrucke .aktiv“ zu verstehen sei. Eine Arbeit, die sich vermutlich 
mit ahnlichen Verhaltnissen bei Spirogyra befaRt (Sakamura), war mir 
leider nicht zuginglich. Die geschilderten Erscheinungen an den Plastiden 
und am Cytoplasma leiten in der dritten Woche der Verdunklung das voll- 
stindige Absterben der Zellen ein. Dieses Ereignis tritt natiirlich je nach der 
Menge der vorhandenen Reservestoffe etwas friiher oder spater ein. Wah- 
rend bis zu dieser Zeit der Chloroplast griingelblich gefarbt war, nimmi 
er nun eine olivbraune Farbung an. Seine Konsistenz nimmt betrachtlich 
zu, wie beim Zerdriicken einer Zelle festgestellt werden kann. Das Pyrenoid 
verliert vollstaindig seine Farbbarkeit, der ganze Chloroplast ist auf etwa 
die Halfte verkleinert. Im Cytoplasma sind die .,.Chondriosomen* vollstan- 
dig verschwunden, ebenso die streifenférmige Anordnung des wandstiandi- 
gen Cytoplasmas. Dieses ist manchmal geballt an irgendeiner Stelle der 
Zellinnenwand angehiuft, wahrend der ganze Innenraum der Zelle mit 
Fliissigkeit gefiillt ist, in welcher kleinste Mikrosomen in Brownscher M. B. 
schwimmen (Abb. 1 c). Solche Zellen werden fast sartlich von Pilzen iiber- 
fallen und in kurzer Zeit bis auf die Zellhaut zerstért. Eine Abnahme der 
Galleriproduktion vom Beginne der Verdunklung an konnie zwar nicht 
nachgewiesen werden, ist aber wahrscheinlich, da ich in verdunkelten Pro- 
ben nicht mehr beobachten konnte, daB die Zellen sich in einer Gallert- 
masse anhiuften. Bemerkenswert scheint zu sein, daB die .,Granastruktur~ 
der Chioroplasten in den ersten zwei Wochen der Verdunklung noch besser 
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zu sehen war als bei nicht verdunkelten Zellen — wahrscheinlich wegen 
des Verlustes der Stromastirke. Diese Struktur wurde besonders auf Zu- 
satz von Jod- Jod-Kali-Lésung deutlicher. In spateren Stadien der Atrophie 
verschwand sie gleichfalls. 

Die Frage, in welchem Zeitpunkte der Verdunklungsatrophie die Zellen 
bei neuerlicher Beleuchtung wieder in normalen Zustand gelangen konnten, 
laBt sich natiirlich nicht ganz prazise beantworten, da das Tempo der 
Atrophie ja von der Menge der vorhandenen Reservestoffe abhangig ist 
und diese wieder infolge der Inhomogenitat jedes Materials aus einem 
natiirlichen Standorte immer ungleich ist. Im allgemeinen konnte ich jedoch 
feststellen, da& bei dem stairkearmen, recht gleichmafigen Material der 
Friihsommeraufsammlung die Mitte oder das Ende der zweiten Verdunk- 
lungswoche den letzten Termin darstellten, nach welchem bei Absetzung 
der Verdunklung die eingetretenen Atrophieerscheinungen noch reversibel 
waren. Es scheint, da das Abreiffen der Protoplasmaverbindungen vom 
Wandcytoplasma den kritischen Moment darstellt. nach welchem die Zelle 
sich nicht wieder zum normalen Zustande erholen kann. In mehrfachen 
Versuchen konnte ich konstatieren, da verdunkelte, am zehnten Tage 
wieder ans Licht gebrachte Netrien in bezug auf die Gestalt der Chloro- 
plasten nach einer Woche der Wiederbeleuchtung sich vollstandig erholt 
hatien. Ahnlich verliefen auch Versuche selbst nach zwolftagiger Verdunk- 
lung. Was die zum Vergleiche mitverdunkelten Zellen von Closterium 
lunula anbelangt, so ist zu berichten, daB® die Atrophie ihrer Chloroplaste 
ahnliche Bilder ergab wie bei N. d. Aber die Verdunklungsatrophie ging 
etwas langsamer vor sich, da der Chloroplast im ganzen viel voluminéser 
ist als bei N. d. und meist sehr groBe Starkemengen enthalt, auch das 
Vakuom nicht so umfangreich entwickelt ist wie bei N. d. 

Trotzdem erfolgte die Abhebung der Rippenfortsiaitze von der Zell- 
innenwand etwas friiher als bei N. d. Die in lebhafter Bewegung begriffene 
Plasmaschichte an der inneren Zellwand ist dicker als bei N. d., von einer 
unbeweglichen, nach aufen von dieser liegenden Cytoplasmalage ist nichts 
zu sehen. Die Fortsatze der Chloroplastenrippen sind nicht ankerférmig, 
zweigespalien wie bei N. d., sondern stellen kurze Zipfel dar, die vermut- 
lich irgendwie mit der Zellwand durch Cytoplasmafiden in Verbindung 
stehen, ohne daf man jedoch eine Art Anhangeapparat nachweisen kénnte. 
Die Endstadien bei Verdunklung verliefen wie bei N. d. 


Zusammenfassung 


Bei Versuchen, die Wirkung der Lichtentziehung auf die Alge Netrium 
digitus zu priifen, wurde konstatiert: Der auffilligste Effekt der Ver- 
dunklung besteht in einer nach der ersten Woche einsetzenden Atrophie 
der Chloroplasten, die sich in charakteristischer Weise verkleinern (Abb. 1). 
Die Lichtentziehung wird von reservestoffarmen Zellen nicht viel iiber zwei 
Wochen ertragen, ihre Folgen sind nach einer Verdunklung von etwa 
10—12 Tagen reversibel, wenn die Algen wieder ans Licht gebracht wer- 
den. Im Spatherbst reagieren die mit Reservestoffen stark versehenen 
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Zellen iiberhaupt kaum mehr auf die Verdunklung (,,Winterform von 
Netrium”). Wie der Chloroplast unterliegt auch das Cytoplasma einer 
Atrophie, bei welcher besonders die Abnahme der .,Chondriosomen” be- 
merkenswert ist. 


Der Autor erlaubt sich, Herrn Professor Dr. K. Héfler, Vorstand des 
Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitat Wien, fiir die bei dieser 
Arbeit geleistete Unterstiitzung herzlichsten Dank zu sagen. Herrn Pro- 
fessor Dr. F. Ruttner, Vorstand der Hydrobiologischen Station in Lunz 
am See, der mir, wie seit vielen Jahren, bei der Beschaffung des Algen- 
materials seinen Beistand geleistet hat, gebiihrt ebenfalls mein besonderer 
Dank. Fiir die sorgsame Mithilfe bei der Herstellung der Zeichnungen 
habe ich Herrn Dr. O. Kiermayer zu danken. 
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With the advent of the electron microscope it has become possible to 
obtain a closer view of the structure and division of the chloroplasts of 
Nitella than was afforded with the ordinary light microscope. 


I. Material and Method 


The internodal cells of Nitella, a green alga of the Characeae or Stone- 
worts, have long served cell physiologists as classic material for study. 
Such cells are often several centimeters or more in length and a millimeter 
or so in diameter. The internodal cells are highly vacuolated with a thin 
layer of peripheral cytoplasm in which chloroplasts are embedded. In the 
technique used here the internodal cell was cut, and the cell contents ex- 
truded as a droplet onto a parlodion-coated electron microscope screen. 
This droplet was diluted with distilled water, and the suspension was 
allowed to stand in contact with the screen for a few minutes, then the 
remainder of the droplet was removed. The preparation was dried in 
vacuo and studied with an R. C. A. Electron Microscope, Type E. M. U2’ 


II. Observations 


Along with various kinds of cytoplasmic particles of all sizes (Spons- 
ler and Bath 1953) many chloroplasts may be observed in the prepara- 


1 Deceased. March 14, 1953. 

2 Also of the Department of Biophysics, Division of Cell Biophysics. School 
of Medicine. 

3 We are indebted to the College of Engineering for the use of this instrument 
and to Mr. Henry Froula for its maintenance. 
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tions. In general the largest of the individual chloroplasts when viewed 
in the vacuum-dried state, as they are in the electron microscope, are 
3—4 microns in diameter. 

Mature chloroplasts were perhaps first observed to undergo division as 
early as 1846 by Nageli (Guilliermond 1953), and such division has been 


Fig. 2. Protuberance from one of daugh- ‘Fig. 3. Single plastid showing spongy- 
ter plastids. like interior. 


observed microscopically by many other workers since then (Granick 
1949, Stone 1932). The gentle technique of sample preparation described 
here has the advantage of preserving the dividing pairs perhaps somewhat 
better than the usual methods of chloroplast isolation; hence various stages 
of chloroplast reproduction may be observed. 
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Fig. 1a shows in somewhat more detail than the light microscope 
affords two daughter chloroplasts presumably in the last stage of fission. 
Fig. 1b shows two daughter plastids of quite unequal size. The smaller 
is about 1.8 u; the larger about 3 « in diameter. 

Occasionally strange protuberances are observed jutting out from the 
plastid. Fig. 2 shows such a structure protruding from a plastid still 
adhering to the other daughter plastid. The protuberance is 0.7 uw across. 
The significance of this observation is not too clear at present. 

Studies of chloroplast structure by this method leave much to be de- 
sired. One reaches the general impression that much of the material in the 
plastid is concentrated in an outer cortical region and that the structure 


Fig. 4a. b. Ruptured plastids showing small particles from interior. 


has a somewhat spongy interior as shown in Fig. 3. Quite probably if 
these plastids were fixed in osmic acid, embedded in plastic and sectioned 
as other workers have done for other types of chloroplasts (Cohen and 
Bowler 1953, Wolken and Palade 1952), the outer region would be 
found to have a lamellar type of structure, probably essentially lipo- 
protein in nature (Frey-Wyssling 1948). 

Typical internal grana of the type found in the higher plants are not 
believed to occur in the plastids of these algal forms, and none were ob- 
served by us (Steinmann 1952, Wolken and Palade 1952). In a few 
instances plastids were observed which had burst or ruptured for some 
cause. The extruded contents often contained minute particles of around 
500 A in diameter as shown in Fig. 4a, b. 


If. Summary 


Nitella chloroplasts when extruded from the large internodal cells and 
examined with the electron microscope often show daughter plastids in 
various stages of division as well as occasional external plastid pro- 
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tuberances. In the individual plastids the main mass of the chloroplast 
material appears to be concentrated in the outer portion of the plastid 
leaving a somewhat spongy interior. The extruded contents of ruptured 
plastids often contain particles of around 500 A in diameter. 
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Vakuolenkontraktion bei vollen Zellsdfiten an Zwiebelzellen 
von Tulipa silvestris und Colchicum speciosum 
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Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 23. Dezember 1953) 


Einleitung 


Hoéfler (1947, 1949) unterscheidet in seinen Arbeiten iiber Vital- und 
Fluoreszenzfarbung an Epidermen von Allium cepa ,,volle“ und .,leere™ 
Zellsifte. Die ..vollen™ enthalten Speicherstoffe, welche basische Farbstoffe 
wie Neutralrot und Chrysoidin chemisch zu binden vermégen, wihrend bei 
den ..ieeren”, die frei von Speicherstoffen sind, im neutralen oder basischen 
Bereich Ionenfarbung auftritt. Bei Allium cepa zeigen die Aufenepidermen 
in der Regel volle Zellsafte, ohne daf bei Farbung Vakuolenkontraktion 
auftritt, wahrend bei den leeren Zellsaften der Innenepidermis Allgemein- 
kontraktion in Erscheinung tritt. Es liegt nun der SchluB nahe, daf die 
Vakuolenkontraktion bei Farbung mit basischen Farbstoffen allgemein nur 
auf leere Zellsifte beschrankt ware. Da® dies jedoch nicht unbedingt der 
Fall sein mu, zeigen zwei neue Objekte: Tulipa silvestris L. und Colchicum 
speciosum Stephen. An der Innenepidermis des die Zwiebelknollen dieser 
Liliaceen umhiillenden ersten Laubblattes finden sich auffallende Idio- 
blasten, die vordem noch nicht beschrieben worden sind. 


Material und Methodik 


Die Zwiebelknollen dieser beiden Liliaceenarten stammen aus dem Bo- 
tanischen Garten der Universitat Wien. 

Tulipa silvestris ist eine Wildform; ich sammelte sie im Mai bis Juni, 
wihrend sie noch bebliattert war, in den Rasenflachen im oben genannten 
Garien. Colchicum speciosum ist eine aus Asien stammende Kulturform. 
Sie wurde im Mistbeet gezogen, ich sammelte sie ebenfalls beblittert zur 
gleichen Zeit wie Tulipa silvestris. 

Beide Pflanzen besitzen als tiberwinterungsfahiges Organ eine Zwiebel- 
knolle, die in der Friihjahrsvegetationsperiode von der sehr fleischigen 
schuppenférmigen Blattbasis des ersten Laubblattes eingehiillt wird. An 
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der Innenepidermis dieses Blattes konnte ich die im folgenden beschriebe- 
nen Idioblasten feststellen. 

Zur Methodik sei erwahnt, dafi die Schuppen mit dem bereits in Stiicken 
geschnittenen, jedoch noch anhafienden einschichtigen Hautchen in der zu 
verwendenden Farblésung zuerst mit der Wasserstrahlpumpe infiltriert 
und nachher zehn Minuten darin belassen wurden. 


Eigene Beobachtungen 


Behandelt man auf diese Weise Priiparate der Innenepidermis von 
Tulipa mit Neutralrot 1 : 10.000, pH 7,1, so zeigt sich ein eigenartiges Ver- 
halten. Die Mehrzahl, ca. 80—90%, der Zellen sind schwach erdbeerrot ge- 
farbt und zeigen schwache 
Allgemeinkontraktion. Aus 
dem Gesamtbild jedoch 
stechen etwa 10—20% der 
Zellen mit intensiver kar- 
minroter Fiarbung hervor. 

Sie zeigen dabei sehr schéne 

Vakuolenkontraktion, die 

fast hundertprozentig auf- 

tritt. Dabei sind jedoch die 

Menisken der  Vakuolen 

nicht wie bei einer nor- 

malen Spontankontraktion 

sch6n gerundet, sondern 

meist ein wenig konkav ge- 

buchtet oder  eingeschniirt 

(Abb. 1). Manchmal sieht es 

auch aus, als ob zuerst 

eine Aufteilung in drei 

oder mehrere Vakuolen er- Abb. 1. Tulipa silvestris, in Neutralrot 1 : 10.000, 
folgt sei, die sich jedoch pH 7.1. Die stark kontrahierten Vakuolen sind 
wieder fest aneinanderge- unregelmafRig eingebuchtet. 

legt haben. 

Die Abhebung der Vakuolen erfolgt nicht nur in der Langsausdehnung 
der Zelle, sondern meist auch in geringem Ausmaf? von der Liangsseite der 
Zelle her. Dabei ist aber zu beobachten, dafi die Vakuole trotz scheinbarer 
festerer Konstitution nicht die Form der Zellen beibehalten, wie das bei 
Objekten mit festen oder gelartigen Zellsiften (Weber 1935, Hofmeister 
1940) der Fall ist. 

Teilweise konnten auch bei Tulipa silvestris Zellen gefunden werden, die 
zwei- oder dreigeteilte Vakuolen aufwiesen, welche sogar vereinzelt durch 
diinne Faden miteinander verbunden waren. Auch treten in den Plasma- 
raumen noch eine Anzahl von kleinen und ungefarbten Teilvakuolen auf. 

Fiihrt man die Farbung an dem gleichen Objekt mit Chrysoidin, 
1 : 10.000, pH 7,1, durch, so kommt es zu ahnlichen Bildern. Die Idioblasten 
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mit vollen Zellsaften sind intensiv gelbbraun gefiarbt und zeigen eine 
schéne, fast hundertprozentig auftretende Vakuolenkontraktion. 

Eine Messung des Kontraktionsausmafes ergibt einen Unterschied zwi- 
schen der Vakuolenkontraktion mit Neutralrot und der mit Chrysoidin. 
Bei ersterer erreicht die Kontraktion der Vakuole nur ein Ausmaf von 90% 
der Zelle, waihrend bei letzterer eine Kontraktion von ca. 81% erreicht wird. 
Ein Unterschied besteht auch darin, da die Vakuole bei der Chrysoidin- 
farbung stets mit schénen runden Menisken kontrahiert ist. Das Plasma 
hingegen bleibt wandstandig und nur einzelne Plasmafaden ziehen zur 
Vakuole (Abb. 2). 

Das zweite Objekt, Colchicum speciosum, zeigt ein ahnliches Verhalten. 
Bei einer Behandlung mit Neutralrot ergibt sich farberisch folgendes Bild. 
Die Zellen der Innenepidermis haben ungefahr knochenartige Gestalt. Der 
Schnitt selbst zeigt nach Farbung mit Neutralrot in der Regel zwei Arten 





= 

Abb. 2. Tulipa silvestris, in Chrysoidin 1 : 10.000, pH 7.1. Kontrahierte Vakuolen 

abgerundet. das Plasma von farblosen Vakuolen durchsetzt. Zellen mit leeren 
Zellsiften nicht gefarbt. 


von Zellen: solche mit leeren Zellsaéften, die erdbeerrot gefarbt sind und in 
den wenigsten Fallen eine Vakuolenkontraktion zeigen, und Idioblasten 
mit vollen Zellsaften. Letztere sind karmin- bis purpurrot gefiarbt und neh- 
men fast 30—50% der ganzen Schnittflache ein. [hre Menisken sind selten 
sehr schén gerundet und zeigen oft die eigenartige, auch bei Tulipa silvestris 
zu beobachtende malachitartige und zerkliiftete Form. Haufig jedoch sind 
auch Zellen unter ihnen, deren Vakuolen eigenartig eingebuchtet sind. Das 
Bild erinnert lebhaft an eine Krampfplasmolyse. Der Tonoplast ist an vie- 
len Stellen, auch an den Enden in der Langsausdehnung der Zelle, nicht ab- 
gehoben, dafiir zeigen sich unregelmafige, kleinere und gréfere konkav 
eingedellie Héfe an den verschiedensten Stellen. Sie buchten den Tono- 
plasten nicht in einer senkrecht zur Aufsicht der Beobachtungsebene der 
Zelle durchgehenden Hofform ein, sondern es zeigt sich bei genauerer Beob- 
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achtung, dal} sich die Vakuole unterhalb der Einbuchiung fortsetzt. Die 
Ecken sind hier vollkommen mit Plasma ausgefiillt, die BMB in diesen ist 
nicht sehr lebhaft. Bei vielen Zellen jedoch, namentlich bei solchen, die schon 


Q 
Abb. 3. Colchicum speciosum, in Neutralrot pH 7.1, 1 : 10.000. Starke konkav ein- 
gebuchtete Vakuolenkontraktion, selten Teilvakuolen im gequollenen Plasma. 


sehr groe Plasmahéfe aufweisen, kommt es zur Ausbildung von michtigen 
Vakuolen im Plasma, die teilweise gefarbt sind. teilweise auch ungefarbt 
sein kénnen (Abb. 3). 

Legt man _ derart 
kontrahierte Zellen in 
ein Plasmolytikum, z. B. 
in 1,0 Mol Traubenzuk- 
ker, so zeigt sich nach 
etwa 135 Minuten eine 
schéne Plasmolyse, in 
deren Verlauf sich der 
Tonoplast schén  ab- 
rundet. 

Unter den Zellen fin- 
den sich auch etwa 20%. 
die bereits in der Va- 
kuole eine starke Trépf- 
chenspeicherung aufwei- Abb. 4. Colchicum speciosum, Chrysoidin 1 : 10.000, 
sen. In diesen Zellen pH 7,1. Vakuolen schén rund kontrahiert. Zellen mit 
kommt es zu keiner leeren Zellsaften nicht gefarbt. 
Kontraktion. Es handelt 
sich wohl um ein Nekrosestadium. Ahnliches wird erreicht, wenn man die 
intakten Zellen durch Druck auf das Deckglas schiidigt. 

Entsprechende Versuche, uniter den gleichen Bedingungen wie bei Neu- 
tralrot mit Chrysoidin 1 : 10.000, pH 7,1, durchgefiihrt, zeigten ebenfalls in 
der gleichen Epidermis bei etwa 30—40% aller Zellen schéne gelbbraune 
Farbung. Diese Zellen mit vollen Zellsaften waren fast zu 100% kontra- 
hiert. Die Menisken der Vakuolen waren meist schén gerundet, Trépfchen- 
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speicherung trat fast nirgends auf. Selten gab es kleine Einbuchtungen 
konkaver Form. Der Zellsaft zeigte keine Entmischungskugeln, sondern 
blieb stets schén klar. Das Plasma war gleichmaBiger und anscheinend 
weniger aufgequollen, ohne Teilvakuolen zu enthalten. Nur vereinzelt tra- 
ten bei den konkav eingebuchteten Vakuolen im Plasma Teilvakuolen auf 
(Abb. 4). Die ungefarbten Zellen zeigen gleichfalls Allgemeinkontraktion. 
Diese erreicht bei einzelnen Zellen den gleichen Grad wie bei den vital- 
gefirbten Zellen. 

Es ist allgemein bekannt, dali die Aufen- und Innenepidermen von 
Allium cepa bei Vitalfarbung unterschiedliches Verhalten zeigen (Wies- 
ner 1950, Kiister 1942, Drawert 1938, 1940). Man bezeichnet demnach 
die sich beispielsweise mit Neutralrot lilarot anfarbenden Zellen der Auen- 
epidermis als Zellen mit vollen Zellsiften, die sich erdbeerrot farbenden 
Zellen der Innenepidermen als solche mit leeren Zellsaften. In den nun von 
mir behandelten Objekten treten beide Zelltypen in der Innenepidermis 
nebeneinander auf. Den Beweis hiefiir bringt die Fluoreszenzmikroskopie. 
Beobachtet man Zellen dieser Innenepidermis, die mit Neutralrot (pH 7,1) 
gefarbt wurden, unter dem Fluoreszenzmikroskop, so zeigen die Idioblasten 
mit vollem Zellsaft eine schéne kraftige Rotfluoreszenz, waihrend die Zellen 
mit leeren Zellsaften nicht merklich aufleuchten (Toth 1952). Chrysoidin 
hingegen ist kein Fluoreszenzfarbstoff. Da jedoch auch hier bei der Vital- 
farbung in diesem Falle die gleichen unterschiedlichen Zelltypen, also stark 
angefiairbte und schwach oder gar nicht gefirbte Zellen auftreten wie bei 
Neutralrot, so handelt es sich auch hier um die unterschiedliche Farbung 
von vollen und leeren Zellsaften. 


Zusammenfassung 


Die Innenepidermis des die Zwiebel von Tulipa silvestris und Colchicum 
speciosum umbhiillenden ersten Laubblattes weist zwei Arten von Zel- 
len auf, solche mit leeren speicherstofffreien Zellsaften und dazwischen 
Idioblasten mit vollen, d. h. speicherstoffiihrenden Zellséften. Die letz- 
teren farben sich mit basischen Farbstoffen wesentlich intensiver an als 
erstere. 

Farbt man Tulipa silvestris mit Neutralrot 1 : 10.000, pH 7.1, in aqua 
dest., so zeigt sich bei den vollen Zellsaften eine starke Vakuolenkontrak- 
tion, die jedoch keine gerundeten Menisken aufweist, sondern meist 
malachitartig eingeschniirte Tonoplasten zeigt. Ahnliche unregelmaBige 
Vakuolenkontraktion erhalt man auch bei Colchicum speciosum bei der 
gleichen Farbung. Nur sind hier die Tonoplasten ahnlich wie bei einer 
Krampfplasmolyse stark eingebuchtet. 


Bei Farbung mit Chrysoidin bei gleichem pH und gleicher Konzentration 
erhailt man ein wesentlich anderes Bild. Die Menisken der kontrahierten 
Vakuolen sind in jedem Falle schén gerundet. 

Die Kontraktion erreicht mit Chrysoidin einen starkeren Grad als mit 
Neutralrot. Die Vakuole nimmt bei Tulipa silvestris in Neutralrot 90%, in 





Vakuolenkontraktion bei vollen Zellsaéften an Zwiebelzellen 341 


Chrysoidin 81%, bei Colchicum speciosum in Neutralrot 96% und in 
Chrysoidin 88% vom Zellvolumen ein. 
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Vitalfarbungsversuche mit Fluorochromen haben neuerdings auch an der 
tierischen Zelle zu morphologisch wie zellphysiologisch bemerkenswerten Be- 
funden gefiihrt. Die kritische Wertung und die Deutung solcher Ergebnisse 
erfolgt meist nur unter Beriicksichtigung der physikalisch-chemischen Be- 
dingungen der Farbspeicherung, sie sollte jedoch auch mehr als bisher die 
mdglichen toxischen Wirkungen der Farbsioffe auf Zellstruktur und Zell- 
stoffwechsel beriicksichtigen. Voraussetzung fiir eine Beurteilung in dieser 
Hinsicht sind quantitative Angaben iiber den Grad der Toxizitit. 

Bei Bakterien und Zellen héherer Pflanzen wurde dieser Frage schon 
nachgegangen. Abgesehen von giinstigen Objekten, z. B. Spermien und in 
vitro geziichteten tierischen Zellen, an denen sich nach Behandlung mit Farb- 
stofflésungen bestimmter Konzentration toxisch bedingte Veranderungen 
nachweisen lassen, sind Toxizitatsbestimmungen an und fiir bestimmte tieri- 
sche Zellarten in vivo et in situ nicht ohne weiteres méglich. Die ungiinstigen 
Beobachtungsbedingungen spielen dabei eine geringere Rolle als die wech- 
selnden Anfarbungsbedingungen verschiedener Zellarten. Denn auf Grund 
der unterschiedlichen Permeationsverhaltnisse und des verschiedenen Aus- 
mafes spezifischer Adsorptionsflaichen fiir einen bestimmten Farbstoff ist, 
gleichgiiltig auf welche Weise er angeboten wurde, seine Konzentration in 
jeder Zellrasse und damit die toxische Wirkung der angewandten Dosis fiir 
jede Zellart eine sehr verschiedene. 


Das mag der Grund sein, warum die Dosis letalis und die Dosis toxica 
der Vitalfarbstoffe in der Cytologie wenig Beachtung gefunden haben. In 
der Literatur fehlen solche Daten oder sie sind im Laufe der Zeit in Ver- 
gessenheit geraten. Vielmehr findet sich die Meinung, man diirfe an Bak- 
terien und Pflanzenzellen gewonnene Erfahrungen iiber die Giftigkeit von 
Farbstoffen auf die tierische Zelle iibertragen. Stellt auch die Toxizitiits- 
bestimmung pro kg Kérpergewicht nur eine Bauschanalyse dar, so ist sie 
solchen Verallgemeinerungen doch vorzuziehen und sollte beriicksichtigt wer- 
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den, zumal sie auch Anhaltspunkte bei der Auswahl der fiir Vitalunter- 
suchungen geeigneten Farbstoffdosen und fiir die Beurteilung ihrer Auswir- 
kung auf eine bestimmte Zellart zu geben vermag. 


Wenn im folgenden iiber die Toxizitat einiger Fluorochrome fiir die 
weife Maus berichtet wird, so deshalb, weil die Maus neben der Ratte das 
gebrauchlichste Objekt fiir Vitalbeobachtungen ist und weiter, weil die in 
der Literatur angegebenen Daten iiber die Giftigkeit der unten genannten 
Farbstoffe sehr liickenhaft sind. 

Die Auswahl der Farbstoffe erfolgte von dem Gesichitspunkt aus, mit 
einer kleinen Zahl von Fluorochromen eine gewisse Variation physikalisch- 
chemischer Eigenschaften zu erfassen, um nicht allein die unterschiedliche 
Wirkung von Farbstoffen, sondern vielleicht auch die bestimmter chemischer 
bzw. physikalisch-chemischer Eigenschaften dieser Substanzen vergleichen 
7u kénnen. Das war bei Priifung von Acridinorange, Trypaflavin, 
Fluorescein-Natrium, Neutralrot und Nilblausulfat in einem 
gewissen Grade méglich, denn in dieser Reihe sind basische und saure, lipo- 
phile und hydrophile, verwandte und Farbstoffe von chemisch differenter 
Konstitution einander gegeniibergestellt. Hinsichtlich der Fahigkeit sich je- 
weils in ganz verschiedenen und spezifischen Zellbestandteilen anzureichern 
und sie damit auch zu schadigen, besitzt diese Auswahl ebenfalls eine ge- 
wisse Vielseitigkeit. 

Eine exakie Aussage iiber die akute Toxizitat der gewahlten Farbstoffe 
und vor allem iiber das Verhaltnis der gefundenen Werte zueinander war 
nur durch eine vergleichende Untersuchung méglich, bei der definierte, 
fiir alle Stoffe gleiche Versuchsbedingungen eingehalten werden. 

Bei der Durchfiihrung der Versuche gingen wir so vor, da wir die ge- 
nannten, in destilliertem Wasser gelésten Farbstoffe an insgesamt 430 weife 
Miiuse mit einem Kérpergewicht zwischen 15 und 25g intraperitoneal ver- 
abfolgten. Das Volumen der injizierten Lésung wurde konstant gehalten 
und betrug 0,2 cm*/10 g Kérpergewicht. Variiert wurde lediglich die Konzen- 
tration der Farbstofflésungen. Sie wurde so eingestellt, da& die verschie- 
denen, in nachstehender Tabelle 1 genannten und in mg/kg umgerechneten 
Dosen jeweils in 0,2 cm* enthalten waren. Die Zahl der verendeten Tiere 
wurde 3, 6 und 24 Stunden sowie 2, 3, 5, 7, 10, 14 und 20 Tage nach der 
Injektion fesigestellt, um so iiber den Ablauf der Vergiftung Auskunft zu 
erhalten. Der Tod der mehr als 20 Tage nach der Behandlung gestorbenen 
Tiere konnte nicht mehr mit Sicherheit auf die Verabfolgung der Farbstoffe 
zuriickgefiihrt werden, so da& wir uns aus diesem Grunde und weiter, weil 
diese wenigen Tiere das Ergebnis praktisch nicht mehr beeinfluRten, fiir 
berechtigt halten, die Zahl der nach Ablauf von 20 Tagen verendeten Tiere 


als Maf fiir die unmittelbare Giftwirkung der untersuchten Stoffe anzu- 
sehen. 


Die beobachteten Vergiftungserscheinungen lieRen eine Zuordnung be- 
stimmter Symptome zu einem Stoff nicht zu. Kurze Zeit nach der Injektion 
toxischer Dosen kam es zu Laihmungserscheinungen, besonders der hinte- 
ren Extremitaten, von denen sich nur ein Teil der Tiere erholte. Diese sowie 
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Tabelle 1. 
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die mit kleineren Dosen behandelten schienen deutlich sedativ beeinfluft. 
Die Motilitat war fiir mehrere Tage, bei den mit letalen Dosen behandelten 
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Tieren bis zum Eintritt des Todes, herabgesetzt. Eine nennenswerte Ver- 
minderung der Nahrungsaufnahme (Brot, Hafer und Wasser ad libidum) 
haben wir indessen nicht beobachtet. 


Aus den in Tabelle 1 zusammengefaRten Ergebnissen geht hervor, daB 
sich Trypaflavin, Nilblausulfat, Acridinorange, Neutralrot und Fluorescein- 
Natrium nicht nur in ihrer Giftigkeit fiir Mause ganz erheblich voneinander 
unterscheiden, sondern offenbar auch durch ein verschiedenes Schicksal im 
Organismus, z. B. in der Geschwindigkeit des Wirkungseintritts. 


Fluorescein-Natrium und vor allem Nilblausulfat erwiesen sich unter den 
genannten Versuchsbedingungen als ausgesprochene .,Friihgifte*. Der Tod 
der hiermit behandelten Tiere trat mit verhaltnismaRig wenig Ausnahmen 
wihrend der ersten 24 Stunden ein. Im Gegensatz hierzu wurden die ge- 
priiften Neutralrot-Dosen von allen Tieren mehr als 24 Stunden lang iiber- 
lebt. Dieser Farbstoff hat eine ausgesprochene Spiattoxizitat, denn er fiihrte 
erst zwischen dem 3. und dem 5. Tag nach der Injektion den Tod der Tiere 
herbei. Das Schicksal der mit Acridinorange und Trypaflavin behandelten 
Tiere entschied sich im wesentlichen ebenfalls innerhalb von 5 Tagen, jedoch 
traten schon wenig oberhalb der sog. LD,, (s. unten) Todesfalle wahrend der 
ersten Stunden nach der Verabfolgung ein. 


Im Gegensatz zu den Angaben in der dlteren Literatur iiber minimale 
und maximale tédliche Dosen, die, wie wir heute wissen, nie exakt ermit- 
telt werden kénnen, verwendet man seit Trevan im allgemeinen nur 
noch die sog. LD,, (= DL,, = Dosis letalis 50%) als Maf fiir die Toxizitat 
eines Stoffes. Es ist diejenige Dosis, die gerade 50% der damit behandelten 
Tiere innerhalb einer vom Untersucher festgelegten Zeit (Hardebeck, 
Frahm u. Soehring) tétet. Obwohl dieser Begriff weniger anschaulich ist 
als z. B. die erwaihnten minimalen und maximalen tédlichen Dosen, die 
heute als LD, oder LD,,,, bezeichnet werden, hat die LD,,, den grofen Vorteil 
der minimalen Streuung. Wir sind daher in der Lage, einen verlaflichen 
LD,,-Wert auch bei Verwendung eines begrenzten Tiermaterials (80 bis 
100 Mause pro Stoff) zu finden. 


Unter den zahlreichen, zur Ermittlung der LD,, beschriebenen Ver- 
fahren hat sich uns bei friiheren Untersuchungen das von Litchfield 
und Wilcoxon angegebene als besonders brauchbar erwiesen. Der ge- 
suchte LD,,-Wert wird graphisch ermittelt, der Richtungsfaktor der Re- 
gressionslinie (S) sowie die Streuung der LD,, (Str) errechnet und die 
Homogenitat des untersuchten Tiermaterials mit Hilfe der chi?-Methode 
gepriift. Das Ergebnis der nach dieser Methode durchgefiihrien Auswer- 
tung der erhobenen Einzelbefunde (Tabelle 1) ist in Tabelle 2 wieder- 
gegeben. Fiir eine Heterogenitiit des untersuchten Tiermaterials ergab sich 
kein Anhalt und die ermittelten Richtungsfaktoren erwiesen sich als nicht 
signifikant voneinander verschieden. 


Hieraus ergibt sich zusammenfassend, daf sich die 20-Tage-LD,,-Werte 
unter den genannten Versuchsbedingungen fiir Trypaflavin : Nilblausul- 
fat : Acridinorange: Neutralrot: Fluorescein-Natrium wie 1: 2,73:8:15:76 
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verhalten. Die gefundenen Unterschiede in der Giftigkeit sind signifikant 
im Sinne der mathematischen Statistik. 

Trypaflavin ist nach den beschriebenen Befunden zweifellos der gif- 
tigste unter den von uns untersuchten Farbstoffen. Der gefundene LD,,- 
Wert (29 mg/kg) stimmt sehr gut iiberein mit dem von de Bruyn, Ro- 
bertson und Farr nach subcutaner Injektion fiir eine Beobachtungszeit 
von zehn Tagen ermittelten (26 mg/kg), liegt aber weit niedriger, als nach 
den Untersuchungen von Lenz zu erwarten gewesen wire. Es ist richtig, 
daf die von dem genannten Autor angegebene Dosis letalis in Hohe von 
250 mg/kg eine tédliche ist. In ihr jedoch eine LD,,,, eine gerade eben 
fiir alle Tiere tédliche Dosis zu sehen, ist wegen der groen Streuung der 
Letalititskurve in diesem Bereich nicht méglich. Die Ansicht von Ellin- 
ger und Hirt, die sich auf die Angaben von Lenz stiitzten und daher 


Tabelle 2. 
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ee 
Trypaflavin (Hoechst, IBEB) 29 mg/kg | ' ,05 “¢ 27—31 aa 
Nilblausulfat (Gribler 2,54) Sa 72-88 | “— 
Acridinorange (Bayer 513439) 2 ~ 5 : A | 212—252 | 1,175 


Neutralrot extra (Griibler) 1,05 | 404—477 1,21 
Fluorescein-Natrium (Hollborn 286—9) 1,09 | 2020—2400 | 1,22 


glaubten, mit einem Fiinftel dieser Dosis keinerlei toxische Schadigung ge- 
setzt zu haben, trifft somit nicht zu. Die zur Erzeugung bestimmter Fluoro- 
chromierungseffekte notwendige, von Ellinger und Hirt auch verwen- 
dete Trypaflavindosis von 50 mg/kg ist fast doppelt so gro wie die LD,, 
und liegt eindeutig im Bereich der LD,,, oder dariiber. Nach Verabfolgung 
derselben wiirden somit — unter der Voraussetzung einer ausreichend 
langen Beobachtungszeit — mit Sicherheit weit mehr als 50% der Tiere 
sterben. Eine solche Lebendbeobachtung ist infolgedessen an einem schwer- 
kranken Tier vorgenommen worden und darum in ihrem Wert betrichtlich 
eingeschrankt. 

Acridinorange ist nach unseren Untersuchungen 8mal, nach de 
Bruyn und Mitarbeitern mehr als 20mal weniger giftig als Trypaflavin. 
Hieraus ergeben sich gegeniiber Trypaflavin wesentliche Vorteile fiir seine 
Verwendungsfahigkeit als Fluorochrom, denn bei der fiir Injektionen iib- 
lichen Dosierung von 1 cm® einer Acridinorangelésung 1 : 500 bis 1 : 1000 pro 
20 g Maus = 50 bis 100 mg/kg Kérpergewicht wird der Wert der von uns er- 
rechneten LD, noch nicht erreicht. Aber schon das Doppelte bis Vierfache 
der genannten Dosis fiihrt den Tod von mehr als 50% der Tiere herbei. 
Es bestehen daher Bedenken, Acridinorange zu den ,,ungiftigsten Vital- 
farben, iiber welche wir in der Biologie verfiigen* (Strugger), zu zihlen. 
Diese Ansicht, die fiir Pflanzen und gewisse Bakterienarten Geltung haben 
mag, darf nicht ohne weiteres auf tierische Zellen in vivo und in vitro 
iibertragen werden. 
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Giinstiger liegen die Verhaltnisse beim Neutralrot. Die LD,, fiir die- 
sen Farbstoff ist etwa 9mal so hoch wie z. B. die fiir die Vitalfarbung des 
Pankreas der Maus iibliche Farbstoffmenge. Diese Dosis (50 mg/kg) liegt 
weit unierhalb der LD,. 

Am ungiftigsten von den untersuchten Farbstoffen ist das F luorescein- 
Natrium (Hollborn). Die von uns errechnete LD,, betrug 2200 mg/kg 
und ist somit fast 4mal gréRer als die von Jodlbauer und Busck an- 
gegebene tédliche ‘Dosis (0,6 g/kg Maus). Es bleibt unentschieden, ob diese 
Differenz in der Herkunft des Farbstoffes oder in anderen Versuchsbedin- 
gungen liegt. Unabhangig davon erfiillt dieser Farbstoff die fiir seine vital- 
farberische Verwendungsfahigkeit notwendige Voraussetzung der Ungiftig- 
keit (Ellinger und Hirt). 

Das Nilblausulfat unterscheidet sich als stark lipoidléslicher Farb- 
stoff von allen anderen hier untersuchten. Er ist relativ giftig. Diese Tat- 
sache gewinnt an Bedeutung, weil es neuerdings gelungen ist, mit Nilblau- 
sulfat Mikrosomen von Pflanzenzellen elektiv darzustellen (Drawert). 
Sollten diese Zellbestandteile auch in der tierischen Zelle der Angriffspunkt 
des Farbstoffes sein, so darf sein Wirkungsmechanismus als Blockade dort 
lokalisierter Enzymsysteme aufgefaft werden. Bei dem hohen Lipoidgehalt 
der Mikrosomen, der etwa 43% ihres Trockengewichtes betragt (Lit. bei 
Lindberg und Ernster), ist das nicht unwahrscheinlich. Auch nach An- 
wendung von Nilblausulfat tritt der Tod der Versuchstiere sehr viel friiher 
als nach Acridinfarbstoffen oder Neutralrot ein. 

Die Ursachen fiir die unterschiedliche Toxizitat der unter- 
suchten Farbstoffe sind wegen des verwickelten chemischen Aufbaus der 
verschiedenen Farbstoffmolekiile und den daraus resultierenden chemischen 
und physikalisch-chemischen Eigenschaften auferordentlich zahlreich und 
komplex. Hinzukommt, daf auch die Bedingungen, die das Substrat fiir 
Permeation und Adsorption der Farbstoffe bietet, nicht minder vielseitig 
sind. Von grofer Bedeutung erweist sich der Ladungscharakter der Fluoro- 
chrome. 

Es stehen sich also, dem Grad ihrer toxischen Wirkung nach, basische und 
saure Farbstoffe gegeniiber. Daf saure Farbstoffe, hier reprasentiert durch 
das Fluorescein-Natrium, relativ wenig giftig sind, verdanken sie wohl dem 
Umstand, daf sie schneller ausgeschieden werden, weil fiir sie geeignete 
Adsorptionsbedingungen sich in der Zelle nicht in dem Umfang wie fiir 
basische finden. Die héhere Giftigkeit der basischen Farbstoffe beruht vor 
allem darauf, da jede Zelle basophile Substrate von relativ groRer Ober- 
fliche enthilt, deren Blockade einen empfindlichen, unter Umstanden lebens- 
bedrohenden Eingriff in den Zellstoffwechsel darstellt. Solche, zumeist 
Nucleinsaéuren enthaltende Substrate kommen reichlich im Kern, aber auch 
im Cytoplasma vor. Freilich sind Grad und Ort der Speicherung offensichi- 
lich noch von anderen Eigenschaften des Farbstoffmolekiils und auch der 
Substrate abhangig. 

So ist z. B. das Trypaflavin von hoher und spezifischer Kernwirksamkeit. 
Da es an den Chromosomen selbst angreift und diese durch Veranderung 
ihres kolloidchemischen Zustandes irreversibel schadigt (Bauch), verkérpert 
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es unter den Mitosegiften den Typ des Chromosomengiftes. Die Mitose- 
schaidigung scheint im Vordergrund der Trypaflavinwirkung zu stehen. Hin- 
ter ihr tritt die Cytoplasmaschadigung zuriick (Lettré, Bucher). Zweifel- 
los bieten sich dem Trypaflavin aber auch im Cytoplasma Angriffsorte, denn 
Hirt, Ansorge und Markstahler konnten an der lebenden Leberzelle 
der Ratte mit Trypaflavin distinkte Staubchen anfiarben, die sie fiir Mito- 
chondrien hielten. Méglicherweise beruht die héhere Giftigkeit des Trypa- 
flavins im Vergleich zum Acridinorange darauf, daf es langere Zeit und 
langere Zeit in héherer Konzentration in den Kernen vieler Organe nach- 
weisbar bleibt (de Bruyn und Mitarbeiter). 

Dem Acridinorange kommt keine (Lettré) oder eine schwiacher mitose- 
hemmende Wirkung (Stockinger) zu. Fluoreszenzoptisch laRt sich seine 
intensive Speicherung in nucleotidhaltigen Substraten von Kern und Cyto- 
plasma nachweisen (Gissner sowie Zeiger, Harders und Miiller). Eine 
partielle oder totale Hemmung von Stoffwechselvorgangen in der Zelle durch 
Blockade dort lokalisierter Enzymsysteme durch den Farbstoff ist durchaus 
denkbar. So 1a&t sich die Ausscheidung von Farbstoffen in die Galle durch 
Blockade der Leberzelle mit Acridinorange zeitweilig oder dauernd unter- 
binden (Zeiger und Wied). An in vitro geziichteten Zellen kommt es nach 
Intoxikation mit Acridinorange neben Mitosestérungen zu morphologisch 
faBbaren Veranderungen des Cytoplasmas und der Mitochondrien (Stok- 
kinger). 

Das Neutralrot soll, angeblich auf Grund seines ahnlichen chemischen 
Aufbaus, in der Art seiner Wirkung dem Acridinorange verwandt sein 
(Stockinger). Es wird bevorzugt im Cytoplasma gespeichert. Am Epithel 
von Salamanderlarven stért es den Ablauf von Kernteilungen (Politzer). 


Zusammenfassung 


1. Es wurde eine vergleichende Bestimmung der Toxizitat von Trypa- 
flavin, Acridinorange, Neutralrot, Nilblausulfat und Fluorescein-Natrium 
an 430 weifen Mausen durchgefiihrt. 

2. Als MaB fiir die Giftigkeit wurde die LD,, der Farbstoffe ermittelt. 
Sie betragt fiir Trypaflavin 29 mg/kg, fiir Nilblausulfat 80 mg/kg, fiir Acri- 
dinorange 230 mg/kg, fiir Neutralrot 440mg/kg und fiir Fluorescein-Na- 
trium 2200 mg/kg. Damit verhalt sich die Toxizitat dieser Fluorochrome wie 
1:2,75:8: 15: 76. 

3. Fluorescein-Natrium und vor allem Nilblausulfat erwiesen sich als 
~rithgifte*, Neutralrot, Acridinorange und Trypaflavin sind Stoffe mit 
Spattoxizitat. 

4. Einige der Ursachen fiir die unterschiedliche Toxizitat werden erértert. 

5. Die LD,, wird in Beziehung gesetzt zu den iiblichen, in der 
Fluoreszenzmikroskopie verwandten Farbstoffdosen. Es zeigt sich, daft bei 
dieser Dosierung die Ld,, von Trypaflavin um das 2- bis 4fache iiber- 
schritten wird, wahrend die zur Vitalfluorochromierung injizierten Acridin- 
orange-. Neutralrot- und Fluorescein-Natrium-Dosen etwa die Halfte. 
/, bzw. */,, der LD,, betragen bzw. im Bereich der LD, oder darunter 
liegen. 
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Untersuchungen iiber Wundreizreaktionen an Pflanzen 


Von 


Magda Ziegler 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen 
Mit 5 Textabbildungen 


(Eingelangt am 10. Juli 1954) 


1. Einleitung 


Nach Verwundung von Pflanzen oder Pflanzenteilen treten in Zellen 
mehrere Veranderungen auf: Die VergréRerung des Kerns (Nestler, Rit- 
ter und dort zitierte Literatur), gréRere Plasmadichte an der der Wundstelle 
zunichst liegenden Seite der Zellen (Ritter), Verlagerung des Kerns nach 
den entsprechenden Punkten (Tangl, Nestler, Miehe, Loos und dort 
zitierte Literatur), Temperatursteigerung der traumatisch gereizten Gewebe 
(Drawert und dort zitierte Literatur) und die Zunahme der EiweiBe bzw. 
Nucleoproteide (Zaleski, Kovchof f). 

Diese durch einen traumatischen Reiz bedingten Verainderungen sollen 
an einem Objekt zeitlich genau festgehalien werden, um einen Einblick in 
ihre ursachlichen Zusammenhiange zu gewinnen. 

Das Untersuchungsobjekt mute groBe, méglichst langgestreckte Zellen 
haben, deren Kerne sich in der Mitte der Zellen befinden. Die Praparation 
der Zellen zur Weiteruntersuchung muBte auBerdem ohne traumatischen 
Reiz méglich sein. 

Diese Voraussetzungen bietet die morphologische Oberseite der Zwiebel- 
schuppe von Allium cepa. 

In zwei Fallen, in denen sich die Epidermis bei sehr jungen Zwiebeln noch 
schwer ablésen lie®, wurden Kerniiberiritte von einer Zelle in die andere be- 
obachtet. In der Folge fanden daher zu den Versuchen nur ausgewachsene Zwie- 
beln Verwendung. Bei ihnen liegen 70% der Zellkerne im mittleren Drittel der 
Zelle und nur ungefaéhr 3% in der Nahe der Querwinde. 

Die Zwiebeln wurden im allgemeinen in acht gleiche Teile geschnitten, dann 
die Schale abgehoben und an jedem Teilstiick in gleicher Héhe je eine kleine 
Wunde mit einer Rasierklinge quer zur Langsrichtung der Epidermiszellen ge- 
schnitten. Die Objekte wurden in Petrischalen, die mit feuchtem Fliefpapier 
ausgelegt waren, im Arbeitsraum aufbewahrt. Die Untersuchungen erfolgten in 





Magda Ziegler: Untersuchungen iiber Wundreizreaktionen an Pflanzen 351 


verschiedenen Abstainden, meist sofort, nach einer halben, einer, zwei, vier, acht, 
sechzehn und zweiunddreifiig Stunden. Fixiert wurde nach Bouin. Die Farbung 
erfolgte mit Hamatoxylin nach Mayer und Nachfairbung mit 0,1%igem Ery- 
throsin, wobei zeitlich gleichhilange Fixierung und Fiarbung besondere Beachtung 
finden mufte., 

Wenn nur die Lage des Kernes in der Zelle festgestellt werden sollte, wurde 
mit Karminessigsiure gefarbt. 

Die statistische Sicherung erfolgie nach K. Pitau. Bei der Methode gilt der 
Wert p > 0.0027 als statistisch gesichert. 


2. GréBeninderung der Kerne 


Um die Gréenainderung der Kerne nach Verwundung darzustellen, 
wurden die Kerne der der Verwundung benachbarten Zellreihe sofort und 
nach 1, 2, 4, 8. 16 und 32 Std. gemessen und die Volumina berechnet. 

Die Kerne der angefertigten Praparate wurden mit Hilfe des Zeichenmikro- 
skopes gezeichnet uni die Durchmesser der Kerne gemessen, die in der Aufsicht 
zu sehen waren. Bei 30 Kernen in Seitenansicht konnte ein Querdurchmesser von 
6,5 + 0.03 festgestellt werden. Mit Hilfe dieser Zahlen lieBen sich die Volumina 
nach der Ellipsoidformel berechnen. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 und Abb. 5 wiedergegeben. 


Tab. 1. Gréfendnderung der Kerne (relative Werte) in den Epidermiszellen der 
Zwiebel von Allium cepa nach Verroundung. 





Stunden nach Zahl der ge- Durchschnittl. Flaiche Durchschnittl. 
dem Wundreiz messenen Kerne | bei Aufsicht Volumina 





99 181,9 + 4,4 771 
95 164,9 + 4,7 717 

183,8 798 

194,1 840 
97 189,6 821 
98 197,3 + 4,65 854 
96 196 849 


Nach einer Stunde ist eine kleine GréBenabnahme des Kernes festzu- 
stellen. Eine solche Reduktion beobachtete Stich bei Verdunkelung von 
Acetabularia. Er fiihrt sie darauf zuriick, da der Kern Sitoffe an das 
Plasma abgibt und daff er normalerweise Bausteine aus dem Protoplasma 
erhalt, deren Synthese bei Dunkelheit unterbleibt. Bei den beschriebenen 
Versuchen wire eine ahnliche Erklarung méglich. 


Nach der Kernverkleinerung tritt, wohl nach restituierenden Vorgangen 
in der Zelle, ein Kernzuwachs bis zur 16. Std. nach Verwundung ein, wah- 
rend nach 32 Std. bereits eine kleine Abnahme zu sehen ist. 

Nach 16 Stunden betragt die GréBenzunahme der Flache der Kerne in 
Aufsicht gegeniiber dem Praparat nach 1 Std. 20%. Mit p > 0,0002 ist dieser 
Wert statistisch gesichert. 
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3. Gré®endinderung der Nucleoli 


Nach den Ergebnissen der vorausgegangenen Versuche interessierte. ob 
sich mit der GréRe der Kerne auch die der Nucleoli verandert und ob diese 
Anderung gegebenenfalls in einem bestimmten Verhaltnis zu der der Kerne 
erfolgt. 

Die Kerne enthalten bei dem Untersuchungsobjekt meist zwei verschie- 
den groBe Nucleoli. Dazwischen findet man Kerne mit einem verhiltnis- 
maRig grofen Nucleolus. Doch wurden bei Messungen diese Kerne, sowie 
solche mit nicht kreisrunden Nucleoli nicht beriicksichtigt. Nach Beobachtung 
der Kerne in den verschiedensten Lagen darf angenommen werden, daB die 
Nucleoli meist kugelige Gestalt aufweisen. 

Die Messungen erfolgten mit Hilfe des Schraubenokularmikrometers von 
Leitz an den zur Messung der Kerngréfen hergestellten Praparaten (siehe 
unter 2). 

Die Zahlen (Tab. 2 sowie Abb. 5) geben 1. den Mittelwert von je 2 Ein- 
zelmessungen an einem Nucleolus und 2. den Mittelwert von ungefahr 
100 Nucleoli verschiedener Zellen. 


Tab. 2. Gréfendnderung der Nucleali (relative Werte) in den Epidermiszellen der 
Zwiebel von Allium cepa nach Verroundung. 





| | 
| 


Stunden | Zahi der | Durechschn. | Stat. Sicherung der Gréfeninderung 
nach dem gemessenen | Nucl.-Inh. der Nucleoli bei je zwei aufeinander- 


Wundreiz | Nucl.-Paare pro Kern folgenden Priiparaten, p. 





71,3-+ 3,02 | 
74,0+ 2,68 0,5 
78,4+ 3,66 | 
84,5-+ 3,94 0,08 
92,6+ 3,32 0,05 
107,8+ 3,32 0,0015 
| 141,54 3,88 > 0,0002 
| 249,5 + 10,28 > 0,0002 


Die Messungen ergeben eine allmahliche Steigerung der Nucleolus- 
volumina bis zur dreifachen Gré8e innerhalb von 32 Std. Die Zunahme 
zwischen dem Ausgangswert und dem Wert nach 4 Sid. ist statistisch schon 
gesichert. 

Die Messung verschiedener Zellreihen von der Wundstelle nach riick- 
warts, 16 Stunden nach dem Reiz, bestiatigen die GréRenzunahme der 
Nucleolusvolumina. In den einzelnen Zellreihen war nach der Wundstelle 
hin eine allmahliche Zunahme derselben zu beobachten. 

Auch am Ausgangsmaterial war schon kein konstantes Verhialtnis von 
Kernen und Nucleoli zu erkennen. Zwar hatten im allgemeinen grofe Kerne 
auch grofe Nucleoli, jedoch zeigte sich eine sehr weite Variationsbreite. 

Eine bestimmte Lage der Nucleoli im Kern und damit zur Wundsitelle 
konnte nicht festgestellt werden. 
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Vergleicht man die Gréenanderungen der Kerne und der Nucleoli nach 
Verwundung, so ergibt sich, da zwar die KerngréRe etwas abnimmt, nicht 
aber die GréRe der Nucleoli. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu dem, 
das Stich nach Verdunklung von Acetabularia erhielt. Hier nahm mit der 
KerngréRe auch diejenige der Nucleoli ab. Weiterhin zeigt sich, da das 
Wachstum der Nucleoli erst zu dem Zeitpunkt stark einsetzt in dem die 
Kerne etwa ihre maximale Gréfe erreicht haben (vgl. Abb. 5). 

Bei den Ergebnissen dieser Versuche haben wir es also mit einer relativen 
VergréRerung der Nucleoli zu tun. Es ist bekannt, daf eine Korrelation 
zwischen Kern- und Nucleolusgréfe einerseits und Plasmavermehrung 
andererseits besteht (Stich), und da die Nucleoli in enger Beziehung zur 
Synthese des cytoplasmatischen Eiweiffes stehen (Caspersson). Daher lag 
es nahe, im Anschluf an diese Ergebnisse die protoplasmatischen Verhiilt- 
nisse der Zellen der Wundzone noch zu untersuchen. 


4. Verinderung der Plasmadichte 


Nach Verwundung von Zellen tritt dort bekanntlich haufig Plasmastré- 
mung auf, bzw. wo solche schon vorhanden ist, wird sie lebhafter. Auch bei 
der Zwiebelepidermis von Allium cepa ist diese Plasmastrémung zu beob- 
achten. Gleichzeitig ist eine Plasmaverdichtung an der der Wundsielle zu- 
gekehrten Zellwand zu sehen. Nun sollte die Plasmadichte der Zellen neben 
einer Wundstelle einmal in denselben Zeitabschnitten gemessen werden, in 
denen auch die NucleolusgréRe festgestellt wurde. So konnte man eventuell 


entscheiden, ob nur eine Plasmaverschiebung oder Plasmaneubildung vor- 
liegt. 


Die Praiparate wurden wie zu den Messungen zur Feststellung der Kern- und 
Nucleolusgréfe hergestellt. Sie muften in diesem Falle besonders sorgfialtig fixiert 
und gefarbt werden. Danach wurden sie photographiert. Die Vergréferung wurde 
so gewahlt, daf eine Zelle etwas breiter als der Okularausschnitt des Mikro- 
skopes war, unter dem spater die Plasmadichte gemessen wurde. Es wurde genau 
auf gleiche Belichtungszeit und -gleiche Entwicklungsdauer der Platten geachtet. 
Diese wurden nun so unter das Mikroskop gelegt, da& weder eine Zellwand noch 
ein Kern im Blickfeld lagen. Der Spiegel des Mikroskopes wurde mit einer Mikro- 
skopierlampe, die an einen Akkumulator angeschlossen war, aus 20cm Entfernung 
beleuchtet und die im Okular vorhandene Lichtstarke mit Hilfe einer Okular- 
Photozelle, die an das Multiflex-Galvanometer angeschlossen war, festgestellt. Die 
Messungen erfolgten jeweils in einer Zellreihe von der Wundstelle nach riickwirts, 
d. h. den der Wundstelle entfernteren Zellen zu. In jeder Zelle wurde eine 
Messung an die andere gelegt, so da sich je nach Zellange eine verschiedene Zahl 
ergab. 

Die durchschnittlichen Werte der Mefreihen sind in Tabelle 3 und 
Abb. 1 zusammengestellt. Die Zahlen zeigen die Galvanometer-Aus- 
schlage an. 

In unverletzten Zellen, die jeweils zur Kontrolle mitgemessen wurden, 
ist bei der Plasmadichte keine Polaritat festzustellen. Die Zellen haben an 
den beiden Enden im allgemeinen eine gréRere Plasmadichie, wahrend diese 
in der Mitte der Zelle abfallt, in der Nahe des Kernes jedoch infolge der 

Protoplasma, Bd. XLIV/3 25 
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sich hier sammelnden Plasmastrange wieder etwas ansteigt. Dieses Bild 
zeigt sich auch in der an den Wundrand angrenzenden unverletzten Zell- 
reihe bei den beiden Priparaten, die sofort und % Stunde nach dem Reiz 
fixiert wurden. 


Tab. 3. Zunahme der Plasmadichte nach Verroundung, gemessen in Galvano- 
meterausschligen (vgl. Text), in der an die Wundstelle angrenzenden Zellreihe. 





| 


Stunden | 
nach dem | 
Wundreiz | 


| 
| 


Durchschnittl. Galvanometerausschlige 





am Zellpo] 
neben der 
Wundstelle 


A 


in der 
Zellmitte 


M 


| an dem der 
| Wundstelle 
| entgegen- 

|  gesetzten 

| Zellpol 

| 


E 


| 


. Stat. 
Unterschied Sicherung 


v 
= von A/E 
/o | 





13,4+41,8 
14,1 41,9 
14,9 + 2,4 
24,143,5 
14,3 + 1,4 
12,9-+0,8 
16,7 + 2,28 





10,4 + 1,59 

11,6 + 1,86 
9,6 + 0,74 
8,2 + 0,83 
7,6 + 0,79 
9,4 + 0,51 

10,1 + 1,0 


12,1+ 2,5 

12,4 + 1,78 
9,3 + 0,57 
7,0 + 1,06 
5,5 + 0,54 
8,8 + 0,36 
9,6 + 0,85 





0,5 
0,008 
> 0,0002 
> 0,0002 
0,0005 
0,0003 


Nach 1 Stunde schon zeigt sich eine deutliche Vermehrung des Plasmas 
an der Spitze der 1. Zellreihe neben der Wunde. Vergleicht man die Plasma- 
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Abb. 1. Plasmadichte (Ordinate, vgl. Tabelle 3) in drei aufeinanderfolgenden un- 

verletzten Zellreihen neben dem Wundrand. Abszisse: Stunden nach dem Wund- 

reiz. Unter .,1. Zellreihe“ ist die an den Wundrand angrenzende verstanden, unter 
2. Zellreihe* die nachste, unter .,3. Zellreihe“ die iibernachste. 


dicite an den beiden Enden einer Zelle. so bekommt man im allgemeinen 
Unterschiede von 10 bis 15%, héchstens 30%, wahrend sie hier an diesen 
beiden Stellen schon 60% betragt. 

Nach 2 Stunden ist jedoch der Unterschied noch deutlicher. Die Plasma- 
dichte an der der Wundstelle zugekehrten Seite der Zelle betragt hier 344%. 

Von diesem Zeitpunkt ab gleicht sich die Plasmadichte wieder etwas aus. 
Die Unterschiede kénnen jedoch durchaus noch als statistisch gesichert an- 
gesehen werden. 
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Auch in der 2. und 3. Zellreihe ist die Plasmaansammlung noch deutlich 
erkennbar (Abb. 1). [hr Maximum liegt zeitlich etwa gleich wie in der 
1. Reihe, so daft auch hier die Auffassung bestatigt wird, daR die auf die 
Verwundung erfolgende Reaktion in allen Zellen gleich ausklingt, unab- 
hangig von der Entfernung der Wunde. Die Reaktionsstarke dagegen nimmt 
mit der Entfernung von der Wunde ab, wie dies auch bei der VergréfRerung 
der Nucleolusvolumina der Fall ist. Das Maximum der Plasmaansammlung 
betrigt in der 2. Reihe nur noch 173%, in der 3. Reihe 140%. 

Die Erhéhung der Plasmadichte nach 16 Stunden ist wohl hauptsiachlich 
auf die Verlagerung der Kerne nach den der Wundstelle zugekehrien Zell- 
enden zuriickzufiihren. 

Mit der Plasmavermehrung an der einen Querwand der Zelle ist eine 
Plasmaverminderung an der entgegengesetzten Wand verbunden. Wahrend 
die durchschnittliche Plasmadichte an den Querwanden einer Zelle iiber dem 
der Restzelle liegt, sinkt sie in den betreffenden Zellen unter diese. Wir 
kénnen also einwandfrei von einer Plasmaverlagerung von der der Wund- 
stelle abgekehrien nach der der Wundstelle zugekehrten Seite sprechen. 

Auffallend ist au&erdem, daf auch die Plasmadichte in der restlichen 
Zelle abnimmt, allerdings bei weitem nicht so stark wie an dem der Wundé 
abgekehrten Zellende. Der Plasmabelag der Laingswande wird also wohl 
diinner und ein Teil dieses Belages ebenfalls nach der Wundstelle hin ver- 
lagert. 

Ob an der Stelle starker Plasmaansammlung gleichzeitig auch eine 
Plasmaneubildung stattfindet, ist mit Hilfe dieser Messungen nicht zu ent- 
scheiden. 

Farbversuche mit basophilen Farbstoffen, z. B. mit Toluidinblau zeigten 
nur die der Plasmadichte entsprechende starkere Anfarbung. Bei wesent- 
licher Plasmasynthese miiften nach Caspersson aber die basophilen Kom- 
ponenten im Plasma an den Stellen der Neubildung iiberwiegen, wahrend 
sonst die azidophilen Komponenten vorherrschen. 

Ein Vergleich mit den Veranderungen der Nucleoli nach Wundreiz ergiht 
auRerdem, dafi zu dem Zeitpunkt der starken Plasmavermehrung an der der 
Wundstelle zugekehrien Seite der Zelle eine VergréRerung der Nucleoli 
noch kaum stattfand, da also wohl bis jetzt auch noch keine wesentliche 
Plasmaneubildung erfolgte. 

Auch Hettlinger, Zaleski und Kovchoff stellten fest, da die Eiweif- 
neubildung bei Allium cepa am 1. und 2. Tag nach der Verwundung gering ist 


und dann erst kriaftig einsetzt. Das ware also erst nach dem starken Anwachsen 
der Nucleoli und Kerne. 


5. Ursachen der Kernverlagerung 


a) Die mégliche Rolle einer chemotaktischen Anziehurg 
durch absterbende und zerfallende Kerne 


Die Verlagerung der Kerne nach Wundreiz ist lange bekannt. Loos kam iiber- 
einstimmend mit anderen Autoren zu der Ansicht, daB die Traumaiotaxis nur 
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als ein Spezialfall der Chemotaxis anzusehen ist. Da beobachtet wurde, daf in 
mechanisch und chemisch geschidigten Zellen die Kerne véllig verschwinden 
kénnen (Biechele), schien die Méglichkeit gegeben, daf beim Absterben des 
Kernes die bei der Kernverlagerung chemotaktisch wirksame Substanz gebildet 
oder freigesetzt wird. 


Bei den folgenden Versuchen wurde nun ausgezahlt, in wievielen Zellen 
der 1. Zellreihe neben der Wundstelle die Kerne nach der der Wundsielle 
zugekehrten Zellwand verlagert waren, a) wenn der nebenliegende verwun- 
dete Zellteil noch einen Kern enthielt und hier also Zerfallsprodukte dessel- 
ben auftreten und in die beobachtete Zelle eindiffundieren konnten, und 
b) wenn der verwundete Zellteil kcinen Kern enthielt und die oben dar- 
gelegte Méglichkeit ausgeschlossen war. 


Um eine Diffusion von irgendwelchen Stoffen von der einen verwundeten 
Zellhalfte in die andere zu verhindern, wurden bei diesen Versuchen die Wunden 
mit diinnen Glasplittchen angebracht, die wahrend der Versuchsdauer in der 
Zwiebel stecken blieben. 

Die Untersuchungen erfolgten nach 12, 15, 18 und 21 Stunden, da Vorversuche 
ergaben, daf zuvor keine maximale Kernverlagerung eintritt. 


Die bei der Auszaihlung der Prapa- 


pe MED rate erhaltenen  durchschnittlichen 
ee ane Werte gibt die Abb. 2. 
a py Die Versuche zeigen, daft die maxi- 
male Kernverlagerung nach 21 Stun- 
den erreicht ist (Ritter gab 18 Stun- 

0 t  % % @ wdi~- den an). 
Der Kernverlagerung geht also ganz 
deutlich eine Plasmaverschiebung vor- 








Abb. 2. Priifung des Einflusses der 
Kerne von Nachbarzellen auf die . 
Kernverlagerung. Abszisse: Stunden 4US. Der Kern folgt dieser erst, nach- 


nach dem Wundreiz; Ordinate: Pro- dem sie ihren Héhepunkt langst iiber- 
zentsatz der Zellen mit Kernverlage-  schritten hat. Auch diese Tatsache darf 
rung nach der zur Wundstelle ge- als Beweis dafiir angesehen werden. 
kehrten Zellwand. Die ausgezogene daft es sich bei der Verlagerung um 
Kurve bezieht sich auf Kernverlage- gine aktive Bewegung des Kerns han- 
rung in Zellen, deren benachbarter, delt end atti. cin Mittiieen ‘im 
den Kern chemotaktisch anziehender. PI ; AR 

: : : 2 asma, also eine passive Bewegung, 
verwundeter Zellteil selber keinen ji d 

wie Ritter folgert. 


Kern mehr enthialt. Die gestrichelte : : 
Kurve bezieht sich auf entsprechende Die Versuche lassen weiter erken- 


Zellen, bei denen aber der benachh- nen, daf der Kern der verwundeten 
barte verletzte Zellteil noch einen Zelle an der Bildung des chemotaktisch 
Kern enthiilt. wirksamen Stoffes nicht wesentlich be- 

teiligt sein kann. Es sieht zunachst eher 

so aus, als wirke er im Gegenteil hemmend auf die Bildung dieser Stoffe. 
dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dal} die Wundzellen, die noch einen 
Kern enthalten, durchschnittlich gréRer sind als diejenigen ohne Kerne. 
so dafi die wirksame Substanz, wenn sie zuerst an der Schnittflache ent- 
steht, langer braucht, bis sie auf die betreffenden Kerne einwirken kann. 
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b) Kernverlagerung infolge von Druckreiz 


Daf Zerfallsprodukte des Kerns nicht an einer chemotaktischen Anzie- 
hung desselben beteiligt sein kénnen, bestatigte auferdem die Beobach- 
tung, da eine Kernverlagerung auch nach Druck erfolgen kann. Ich wurde 
darauf aufmerksam, als sich bei einem Versuch in Fortsetzung der Schnitt- 
wunde eine Kernansammlung fand. Eine auferliche Verletzung der Zelle 
war nicht zu sehen. Das Protoplasma zeigte in der bezeichneten Linie 
Mikronenbildung. 

Bei Wiederholungen des Versuchs wurde festgestellt, da& der Druckreiz 
bei Allium cepa verhaltnismafig stark sein muff, bis die oben beschriebene 
Wirkung eintritt, bzw. da bei dem erforderlichen Druck meist schon eine 
mechanische Verletzung der Zelle eintritt. 


Abb. 3. Wirkung von Druckreiz auf die Epidermis von Tradescantia zebrina. 
Mikronenbildung des Plasmas und Kernverlagerung in den gereizten, teilweise auch 
in den benachbarten Zellen. Versuchsdauer 18 Std. 


Es wurde daher in der Folge noch ein Objekt gesucht, an dem die 
Reaktion leichter hervorgerufen werden konnte. Dies war bei der Epidermis 
von Tradescantia zebrina der Fall. 


Um weitere Wundreize zu vermeiden, wurden die ganzen Blatteile in Fixier- 
gemisch nach Navaschin (10cm* Chromsaure, icm* Eisessig, 4cm* 40% iges 
Mendels Formalin) 24 Stunden fixiert und mit fuchsinschwefeliger Saéure nach 
Feulgen gefarbt. Druckstellen wurden mit der stumpfen Querseite einer Rasier- 
klinge angebracht. 


Oft schon nach 6 Stunden zeigte sich die veranderte Lage der Kerne auf 
der Drucklinie. Die Kerne vergréRerten sich meist stark. Das Plasma war 
in der bezeichneten Linie jeweils deutlich granuliert, Vakuolenbildung da- 
gegen war seltener. Die Kerne der angrenzenden Zellen verlagerten sich 


haufig noch an die der Druckstelle nachstliegende Wand (Abb. 3). 


Die Mikronenbildung des Protoplasmas ist zum Teil reversibel. Sie kann nach 
einigen Tagen verschwunden sein. Der Kern befindet sich dann meist in der 
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urspriinglichen Lage. Der chemotaktisch wirksame Stoff ist also mit dem teilungs- 
auslésenden Wundhormon nicht identisch, er kénnte héchstens eine Komponente 
desselben sein. 
Starke Vakuolisierung des Plasmas dagegen ist irreversibel. Sie wurde noch 
nach 8 Tagen beobachtet. Der Kern lag meist noch an der Druckstelle, selten 
hatte er seine Normallage wieder einge- 
nommen. 
Im Gegensatz zu den Kernen der 
Nebenzellen verlagerten sich die Kerne 
der langgestreckten Zellen iiber den 
Adern des Blattes nach Druckreiz 
haufiger zur Druckstelle hin als in den 
normalen Epidermiszellen (Abb. 4). 
In Spaltéffnungsnebenzellen erfolgte 
keine Kernverlagerung. Dieses Ver- 
Abb. & Wirkung von Druckreiz auf halten andert sich nicht, wenn die 
die Epidermis von Tradescantia Pflanzen einige Tage vor und wahrend 
zebrina. Erhéhte Empfindlichkeit der des Versuches im Dauerlicht oder 
Zellen iiber den Adern. dauernder Dunkelheit gehalten werden. 


c) Die mégliche Einwirkung von Aminosauren auf die 
chemotaktische Anziehung der Kerne 


Ritter fand, da Preffsaft von Allium cepa auf die Kerne chemotak- 
tische Wirkung ausiibt. Da Fitting auferdem feststellte. da& durch PreB- 
saft PlasmastrO6mung hervorgerufen werden kann und sich s¢chlieflich 
1-Methylhistidin als die plasmodinetisch wirksamste Substanz bei Vallis- 
neria-Blattern herausstellie, lag die Frage nahe, ob nicht eine beim Plasma- 
zerfall entstehende Aminosadure die chemotaktisch wirksame Substanz sei. 


Bei den Vorversuchen mit Blattextrakten, die nach Fitting hergestellt wur- 
den und bei Versuchen, bei denen 1%iges Erythrosin auf die Oberseite der bisher 
verwendeten Epidermis der Zwiebelschalen von Allium cepa aufgetragen wurde, 
stellte sich heraus, daf die Substanzen nicht oder nur schlecht in die Zellen ein- 
diffundierten. In der Folge wurde daher die Epidermis abgezogen und umgekehrt 
wieder auf die Zwiebelstiicke aufgelegt, dann ein Tropfen der betreffenden Fliissig- 
keit mit Hilfe einer Pipette aufgetragen und die Objekte wie iiblich in einer 
Petrischale aufbewahrt. Die Substanzen diffundierten jetzt gut ein, wie an den 
mit Erythrosinlésung behandelten Objekten zu sehen war. 

Nun wurden 1%-, 0,5%-, 0,1%-, 0,05%-, 0,01 %ige Lésungen von Aspara- 
gin, Alanin, Leucin, Histidin hergestellt und je ein Tropfen auf die (wie 
vorne beschrieben) vorbereiteten Objekte gebracht und diese nach 24 und 
48 Sid. fixiert und untersucht. Es zeigte sich niemals Kernverlagerung. 

Wudhsen dagegen, wie dies manchmal nach i1—2 Tagen der Fall war. 
Pilzhyphen auf der Epidermis, so war nach diesen Stellen hin eine Kern- 
verlagerung in mehreren Zellreihen zu sehen. Diese kann auf eine Schadi- 
gung der Zellunterlage zuriickzufiihren sein, die sekundiar eine Kernver- 
lagerung verursacht, oder aber auf Ausscheidung von Stoffen, die selbst 
chemotaktisch auf den Kern wirken. 
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6. Atmungssteigerung 


Nachdem der zeitliche Verlauf der VergréRerung der Kerne, der Nucleoli 
und der Verlagerung des Plasmas festgestellt war, sollte nun auch der Ver- 
lauf der Atmungssteigerung als restituierender Vorgang nach der Verwun- 
dung ermittelt werden. Sie wurde an der erhéhten Warmebildung des ver- 
letzten Gewebes gemessen. 


Ein Dewargefa®, das sich in einem mit Watte ausgestopften Zinkzylinder 
befand, wurde mit feuchtem Flie®papier ausgelegt und in das Gefaéf etwas Wasser 
von 23° eingefiillt. Auf eine Schale, die an einem Drahtbiigel am Korken des 
Gefaes aufgehingt war, wurde eine unverletzte Zwiebel von Allium cepa gelegt. 
die schon ein paar Tage in dem Raum, in dem der Versuch durchgefiihrt wurde, 
aufbewahrt worden war, damit sie die Aufentemperatur angenommen hatte. 

Die Temperatur wurde mit einem Thermoelement aus 2mm starkem Kupfer- 
Konstantan-Draht in Verbindung mit einem Spiegel-Galvanomeier von Siemens 
und Halske gemessen. Die beiden Létstellen wurden durch 2 Glasréhren im Kork 
in das Gefa&R gefiihrt und in die Zwiebel eingestochen. Die Skala des Galvano- 
meters wurde in méglichst grofer Entfernung an der Wand angebracht. Nachdem 
das Gefaf geschlossen und noch einmal isoliert worden war, wurde abgewartet. 
bis das Galvanometer sich konstant eingestellt hatte. ,.Die Temperaturmessungen 
wurden von groRen Schwierigkeiten beeintriachtigt“, schreibt Drawert, und ich 
kann dies nur bestatigen. Obwohl die ganze Apparatur sehr gut isoliert und 
auferdem in einem Dunkel-Konstantraum von 23° im Untergescho& des Botanischen 
Instituts aufgestellt war, so da& nur sehr geringe Temperaturschwankungen und 
Erschiitterungen auftraten, war es doch schwierig zu erreichen, daf das Galvano- 
meter keine Schwankungen aufwies. 


Zur Ausfiihrung der Verletzung diente ein unten diinn ausgezogenes und ver- 
breitertes Glasstabchen, das durch den Kork gefiihrt wurde. Dieses wurde, um die 
Verletzung anzubringen, vorsichtig nach unten geschoben. Dabei stach es ein bis 
mehrere Millimeter neben der Létstelle des Thermoelementes in die Zwiebel ein. 


Die Abb. 5 zeigt einen typischen Versuchsverlauf. Hier ist die tatsachliche 
Temperaturerhédhung angegeben. Die Eichung des Galvanometers ergab, 
daf ein Skalenteil 0,00145° entspricht. 

Die Versuche zeigen einen raschen Temperaturanstieg nach der Verwun- 
dung, die eigentliche Reiz-Temperaturerhéhung. Ihr folgt teilweise ein 
gewisser Stillstand oder gar geringer Temperaturriickgang. Auch Drawert 
fand bei seinen Versuchen zum Teil eine zweigipfelige Kurve. Die Tempe- 
raturerhéhung schwankt je nach Entfernung der Wunde vom Thermoele- 
ment und Gréfe der Verletzungsstelle zwischen 0,087 und 0,030°. Auch 
seitlich ist das Maximum grofen Schwankungen unterworfen. Im allgemei- 
nen war es schon nach 10—30 Minuten erreicht; doch zeigte sich ein Fall, 
in dem das Maximum erst nach 2 Stunden auftrat. Haufig war ein etwas 
rascheres Abfallen nach Uberschreiten des Maximums in der ersten bis 
zweiten Stunde nach Versuchsbeginn zu verzeichnen, das sich dann ver- 
langsamte und nach etwa 6 Stunden zu einem gewissen Stillstand kam, bzw. 
von da ab sogar einige Zeit einen geringen Anstieg zeigte. 

Zum Vergleich wurde bei einigen Versuchen die Verwundung am Objekt 
nach Einstellung des Galvanometers auf den Nullpunkt dadurch hervorge- 
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rufen, daB eine Létstelle des Thermoelements, die in eine Glasréhre ein- 
gefiihrt war, etwas tiefer in die Zwiebel eingedriickt wurde. In keinem 
Falie erhielt ich hier eine Kurve mit zwei Maxima. Es iiberlagert daher die 
auftretende Reibung und die Atmungssteigerung die Verdunstungskalte, die 
hier auch dadurch, daf die Wunde sehr klein ist und Fliissigkeit kaum aus- 
treten kann, wohl gering ist. Die Temperaturerhéhung iiberstieg 0,04° nicht. 
Der sehr langsame Temperaturriickgang nach einigen Stunden war eben- 
falls festzustellen. 

Die Abb. 5 zeigt, daf sofort nach Verwundung ein rascher Temperatur- 
anstieg der Gewebe einsetzt. Gleichzeitig nimmt die GréRe der Kerne etwas 
ab, nicht aber die der Nucleoli. Die Temperaturerhéhung und die damit ver- 
bundene Atmungssteigerung fiihren zu den ersten Restitutionsvorgangen in 
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Abb. 5. Darstellung des zeitlicien Zusammenhanges der nach einem Wundreiz 
auftretenden Veranderungen. Abszisse: Stunden nach dem Wundreiz. Ordinate: 
1. Temperaturerhéhung in tausendstel Grad. Ordinate links: 2. Plasmaverlagerung, 
angegeben ist der Unterschied (in %) der Plasmadichten an den Zellpolen der an 
den Wundrand angrenzenden unverletzten Zellen. 3. Relative KerngréRe. 4. Relative 
GréRe der Nucleoli. 5. Prozentsatz der zur Wundstelle verlagerten Kerne. 


der Zelle. Danach kann nun auch die VergréRerung der Kerne einsetzen, 
zunichst bis zur Normalgréfe, dann aber noch dariiber hinausgehend. 
Gleichzeitig ist die starke Plasmaverdichtung in den unverletzten Zellen zu 
bemerken. Das Maximum der Atmung ist iiberschritten, die Atmung jedoch 
noch erhéht. Daher kann die Plasmavermehrung an den der Wundstelle 
zugekehrten Zellenden nicht mit den ersten Restitutionsvorgangen der Zel- 
len im Zusammenhang stehen. Da es sich zunachst einwandfrei um eine 
Plasmaverlagerung innerhalb der Zelle handelt, konnte man an eine Ver- 
schiebung aus physikalischen Griinden denken. Der Turgor der Zellen ver- 
andert sich durch die Verletzung der Nebenzellen, und so kénnte das Plasma 
aus diesem Grunde in der entsprechenden Richtung verlagert werden. Gegen 
diese Ansicht spricht die Tatsache, daf nach der Verletzung der Zellen eine 
erhéhte Plasmastrémung in den Nebenzellen zu beobachten ist, die durchaus 
nicht hauptsachlich zur Wundstelle hinfiihrt. Daher darf wohl angenommen 
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werden, daf{ die Plasmaansammlung ebenso wie die VergréfRerung der 
Kerne, sowie die etwas spater erfolgende Vergréferung der Nucleoli auf 
Restitutionsvorgange zuriickzufiihren sind, die den eigentlichen Wund- 
verschlu& einleiten. Auffallend ist auRerdem, daf ein gewisser Stillstand 
des Temperaturabfalles etwa 4—8 Std. nach dem Wundreiz mit dem Be- 
ginn des starken Zuwachses der Nucleoli zusammenfiallt. Dieser scheint also 
mit erhéhter Aktivitat der Zellen verbunden zu sein. 


Eine Zunahme der Nucleoli zur Zeit der starksten Plasmaansammlung 
am Zellende hat noch kaum stattgefunden. Es ist daher nicht zu erwarten, 
daft schon Plasmaneubildung einsetzte. Da bekannt ist, da NucleolengréRe 
und Synthese des cytoplasmatischen Eiweifes in engem Zusammenhang 
stehen, ist vielmehr erst nach der starken VergréfRerung der Nucleoli, die 
gleichzeitig eine relative zur KerngréRe ist und der Verlagerung der Kerne 
nach dem Zellende Plasmaneubildung anzunehmen. Nach Zaleski und 
Kovchoff setzt die Eiweiffvermehrung erst nach zwei Tagen ein, und 
durch Farbreaktionen ist keine Neubildung von Plasma am Zellende in der 
Nihe des Kernes nachzuweisen, deshalb kann nichts dariiber ausgesagt 
werden, ob die Plasmaneubildung nur in der Nahe des Kernes oder auch 
raumlich von diesem entfernt erfolgen kann. Bestimmt ist aber, daf die 
Bewegung des Kernes zur Wundstelle hin eine aktive ist, denn sie erfolgt 
erst, wenn das Maximum der Plasmaansammlung lange iiberschritten ist. 
Welches der chemotaktisch wirksame Stoff ist, bleibt unbestimmt. Es kann 
sich jedoch nicht um Zerfallsprodukte des Kernes oder das teilungsauslé- 
sende Wundhormon handeln, da die Kernverlagerung auch nach Druckreiz 
erfolgt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Nach Verwundung der Epidermis von Allium cepa zeigt sich zunachst 
eine GréRenabnahme der Kerne am Wundrand. Danach nehmen die Kerne 
an GroBRe zu. 


2. Die Nucleolusvolumina vergréRern sich ebenfalls in der Wundzone. 
Die Vergréferung ist relativ bedeutend starker als bei den Kernen und setzt 
erst spater ein. 

3. Die Plasmavermehrung an der der Wundstelle zugekehrten Seite be- 


ruht auf einer Plasmaverschiebung, hauptsaichlich vom entgegengesetzten 
Zellende her. 


4. Die Wanderung der Kerne zur Wundstelle hin ist aktiv: sie erfolgt 
erst, wenn die Plasmaverschiebung schon im Abklingen ist. 


5. Stoffe, die beim Absterben und beim Zerfall der Kerne verwundeter 
Zellen frei werden, iiben keinen chemotaktischen Reiz auf die Kerne der 
Nebenzellen aus. Verschiedene Aminosduren sind chemotaktisch ebenfalls 
nicht wirksam. Der chemotaktisch wirksame Stoff ist mit dem teilungs- 
auslésenden Wundhormon nicht identisch, sondern kénnte héchsiens eine 
Komponente desselben sein. 
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6. Auch nach mechanisch-traumatischem Reiz durch Druck erfolgt eine 
Kernverlagerung. Die Reizschwelle ist bei verschiedenen Objekten verschie- 


den hoch. 


7. Die Spaltéffnungsnebenzellen und die Epidermiszellen iiber den Adern 
zeigen ein von den iibrigen Epidermiszellen verschiedenes Verhalten bei der 
Traumatotaxis. Die Spaltéffnungsnebenzellen sind bei Tradescantia zebrina 
auch nach lingerer Verdunklung oder Dauerbelichtung unempfindlicher als 
die iibrigen Epidermiszellen, wahrend die iiber den Adern umgekehrt er- 
héhte Empfindlichkeit aufweisen. 


8. Die Temperaturerhéhung nach Verwundung betragt je nach Art der 
Wunde 0,04—0,087°. Die zeitliche Lage ihres Maximums schwankt ebenfalls 
stark, meist aber wird sie innerhalb 30 Minuten nach dem Wundreiz erreicht. 


Fiir die Anregung zu diesen Untersuchungen bin ich Herrn Prof. Dr. Erwin 
Biinning sehr zu Dank verbunden. 
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Der Kapillarheber, ein Bauelement zur Herstellung von 
Durchstrémungspraparaten 
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Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 3. Mai 1954) 


Der Versuch, das alte Verfahren des kontinuierlichen oder diskontinuier- 
lichen Fliissigkeitswechsels in mikroskopischen Praparaten durch Absaugen 
mit Filtrierpapier zu verbessern, ergab im Kapillarheber ein einfaches 
Mittel, iiberschiissige Fliissigkeit, und nur diese, unter dem Deckglas zn 









































Schnitt A-B 


Abb. 1. Aufri® und Durchschnitt eines auf den Objektirager montierten Kapillar- 
hebers. a Objekttrager, b Deckglas, c Kapillarheber, d Sicherung des Hebers durch 
iibergeklebten Papierstreifen, e ableitender Gummischlauch. 


entfernen und damit den Fliissigkeitsstrom im Praparat nur von der 
GroéBe des Zulaufs abhangig zu machen. Mit seiner Hilfe lassen sich 
daher einfache Durchstrémungsanordnungen aufbauen, die die Abmessun- 
gen gewohnlicher Praparate haben und damit keine zusatzlichen Anfor- 
derungen an den Strahlengang des Mikroskops stellen, also auch stiarkste 
Systeme und jegliche Art von Beleuchtung gestatten. 





364 A. Rieth und H. A. v. Stosch: Der Kapillarheber als Bauelement 


Ein Kapillarrohr von etwa 0,2 mm lichter Weite und 3mm duferem 
Durchmesser (Thermometerkapillare) wird gemaf Abb. 1 gebogen und zu- 
geschliffen. Der Planschliff am geraden Mittelstiick und an der Miindung 
des kurzen Schenkels sollen in einer, zur Symmetrie-Ebene des Hebers 
senkrechten Ebene liegen, die Flache an der Stirnseite mit dieser einen 
Winkel von etwa 70 bis 80° und ebenfalls einen rechten Winkel mit der 
Symmetrie-Ebene bilden. Der Heber wird an der Abflachung des geraden 
Mittelstiicks so auf das Ende eines Objekttragers gekittet, da die Miin- 
dung seines kurzen Schenkels in die Nahe der Objekttragermitte kommt 
und der Glasoberflache méglichst dicht anliegt. Der verbleibende Spalt soll 
niedriger sein als die Fliissigkeitsschicht unter dem Deckglas des endgiilti- 
gen Praparats. Der freie Schenkel des Hebers wird mit einem Stiick Ven- 
tilgummischlauch verlangert. 


Fiillt man Heber und Schlauch véllig mit Wasser, so wird seine durch 
den Niveau-Unterschied zwischen Miindung des kurzen Schenkels und Ende 
des Gummischlauchs bestimmte ,,Saugkraft“ nach oben durch die Spannung 
der Menisken zwischen Heberende und Objekttrager begrenzt. Unterhalb 
dieser Grenze wirkt die Hebermiindung als Ventil gegen das Eindringen 
von Luft, die den Heber auRer Tatigkeit setzer. wiirde. Schiebt man das 
Deckglas eines Wasserpriparats an die Hebermiindung so, da es dem 
Anschliff an dessen Stirnseite anliegt, dann werden nun die Menisken am 
Deckglasrand den im Gesamtsystem méglichen Unterdruck bestimmen, vor- 
ausgesetzt, daf die oben angefiihrte Bedingung erfiillt wurde. Dieser liegt, 
um orientierende Werte zu geben, nach rohen Versuchen fiir Leitungswasser 
und 0,23 mm Abstand zwischen Objekttrager und Deckglas bei 30 mm, fiir 
Praparate von 0,035 mm Dicke bei 210 mm Wasserséule. Hebt man also das 
Schlauchende so weit, daB diese Werte nicht erreicht werden, so ersetzt 
sich der Fliissigkeitsverlust durch die Verdunstung an den Deckglasran- 
dern aus dem Heber, andererseits werden der Hebermiindung gegeniiber am 
Deckglasrand aufgebrachte Wassertropfen durch die Spannung im System 
unter das Deckglas gesaugt und gegeniiber durch den Heber abgeleitet. 
Dauernde Durchstrémung des Praparats ist bei jeder GréRe eines konti- 
nuierlichen Zustroms méglich, die unter der Férderleistung der Kombina- 
tion Priiparat 4- Heber liegt. Diese Leistung ist bei diinnen Praparaten im 
wesentlichen von der Reibung unter dem Deckglas, bei dicken durch die 
Férderung des Hebers selbst bestimmt. 

Praktisch wird es oft zweckmiafig sein, die Dicke des Praparats nach 
unten hin durch untergelegte Glasfaden u. dgl., nach oben durch Anvaseli- 
nieren der beiden freien Deckglaskanten zu begrenzen. 


Der Nachteil der ungleichmafigen Durchstrémung des Praparats, deren 
Geschwindigkeit am gréRten in der Nahe der Verbindungslinie zwischen 
Zulauf und Ablauf sein wird und mit steigender Entfernung von ihr ab- 
nimmt, diirfte meist nicht sehr stéren. Durch Einschalten schmaler Streifen 
von saugfahigem Filtrierpapier zwischen Deckglas und Heber bzw. Deck- 
glas und Zuflu® lat er sich, wenn nétig, weitgehend vermeiden. 


Fiir kontinuierlichen Durchflu® lassen sich als Zufiihrungsleitungen in 
einfachster Weise Heber mit einem kapillar und so fein ausgezogenen 
Schenkel verwenden, daf er biegsam wird und seine Miindung an die freie 
Deckglaskante angelegt werden kann. Die ZufluBgeschwindigkeit laBt sich 
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dann in gewissen Grenzen durch Heben und Senken des VorratsgefaRes 
fiir die Untersuchungsfliissigkeit regeln. 

Ungeeignet ist die Methode fiir kleine Einzelobjekte, die sich unter dem 
Deckglas nicht festlegen lassen und durch den Wasserstrom im Praparat 
abgeschwemmt werden. 

Zusammenfassung 


Der Kapillarheber iibernimmt die Rolle des Filtrierpapiers beim Durch- 
saugen von Fliissigkeit durch ein Deckglaspriparat, hat aber nicht dessen 
Nachteil, zu viel abzusaugen, und ist daher auch fiir die Einrichtung kon- 
tinuierlich durchstrémter Praparate geeignet. 


Eine Kammer fiir mikroskopische Lebenduntersuchungen 
mit Trennung von Objekt und strémendem Medium 


Von 


Hans Adolf von Stosch 


Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Darmstadt 


Mii 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 3. Mai 1954) 


In der vorangehenden Mitteilung wurde eine fiir langdauernde Lebend- 
beobachtungen geeigneie Anordnung, bei der das Objekt direkt im Durch- 
strom liegt, beschrieben. Das bringt den Nachteil, daf nicht attachierte. 
einzellige Objekte abgetrieben werden. Fiir solche wurde die nachfolgend 
beschriebene Kammer entwickelt, in der Durchstrom und Objekt durch eine 
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Abb. 1. Durchschnitt durch die Kammer. S Spannring, K Kammerring, Z Zuflu8, 
A Abflu&, M Membran, O Objekttrager. 


permeable Membran getrennt sind, die das Abdiffundieren stérender Stoff- 
wechselprodukte vom und den Zustrom der Nahrstoffe zum Objekt gestat- 
tet, ohne es den Strémungen der durchflieRenden Lésung auszusetzen. 

Aufbauprinzip: Eine mittels zweier iibereinandergreifender Ringe 
aus Plexiglas gespannte Cellophanmembran wird durch Bohrungen des 
engeren, auf einen Objekttrager gekitteten Ringes von unten her mit Fliis- 
sigkeit bespiilt. Auf sie wird das Objekt in einem Tropfen Untersuchungs- 
medium gebracht und normal mit dem Deckglas bedeckt. 
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Herstellung der Kammer: Wir wahlten zwei Plexiglasrohre (Mae 
siehe Zeichnung) aus, die sich mit etwa 0,15 mm Spiel ineinanderschieben lie- 
Ren. Aus diesen wurden Zylinderringe von 4mm Héhe gedreht (Abb. 1). Der 
kleinere von ihnen, der Kammerring, erhielt méglichst nahe der unteren 
Flache zwei einander gegeniiberliegende Bohrungen von 1mm Weite, die 
Zu- und Abflu& vermitteln sollen. Seine obere, auRere Kante wurde zur 
Schonung der Membran sorgfaltig gerundet, die benachbarte innere eben- 
falls gebrochen. Die untere, innere Kante des weiteren Spannringes 
wurde gerundet; oben kann er, wie aus der Abbildung zu ersehen, konisch 
ausgedreht werden, um den Objektiven gréRere Randfreiheit zu geben. 
Zum Montieren der Kammer in den angegebenen Mafen ist ein Objekt- 
triger von 30 X 75mm notwendig. Als Anschlufstutzen fiir die ZufluR- 


Abb. 2. Anordnung der Durchstrémungskammer auf dem Objekttisch mit Zu- und 


Abfluf&. 


leitung wird ein etwas konisch gezogenes Glasréhrchen mit seinem diinnen 
Ende von aufen so weit in die eine Bohrung hinein und eventuell durch die 
gegeniiberliegende Bohrung hindurchgeschoben, bis es festsitzt. Dann wird 
es innen an der Eintrittsstelle angeritzt, nach dem Herausnehmen hier ab- 
gebrochen und schlieBlich noch mit einem leichten Knie versehen. Endgiiltig 
dreht man es dann nur fest in die Bohrung ein. Der Abflu@stutzen wird 
ebenso hergestellt. 

Montage und Betrieb der Kammer: Aus einem Bogen gewéhn- 
lichen Cellophans von 0,02 bis 0,03 mm Dicke werden mit dem auferen 
Umfang des Spannrings als Lehre unter Benutzung einer Beschneidefeder 
Kreisscheiben hergestellt. Diese kocht man in Wasser aus und iibertriagt sie 
in die zum Durchstrémen vorgesehene Fliissigkeit. Ein Kammerring wird 
auf eine ebene Unterlage gelegt, das feuchte Cellophanscheibchen zentrisch 
darauf gebracht und nun der Spannring mit kraftigem Druck so weit iiber 





Eine Kammer fiir mikroskopische Lebenduntersuchungen 367 


den Kammerring geschoben, bis die Membran fest und véllig glatt einge- 
spannt ist. Darauf werden die Ringe umgedreht, die zwischen Kammer 
und Spannring hervorstehenden Riander der Membran entlang der unteren 
I lache des weiteren Ringes mit einer Rasierklinge abgeschnitten, die beiden 
AnschluRstiicke in die Bohrungen eingedreht und die untere, jetzt nach oben 
gekehrte Flache des Kammerringes mit fliissig gemachtem zihem Ramsay- 
fett bestrichen. Darauf kehrt man die Kammer um und fiillt in den oberen 
von Membran und Spannring begrenzten Raum etwas Wasser, um das 
Austrocknen der Membran zu verhindern, setzt die Anordnung nun auf 
den zugehérigen Objektirager und kittet sie durch vorsichtiges Erwarmen 
mit einer Flamme auf. Dann wird das auf der Membran stehende Wasser 
entfernt. : 


Als Vorratsgefa& wahlten wir ein Erlenmeyer-Kélbchen von 200 bis 
300 cm’ Inhalt und fiillten es einige Zentimeter hoch. Die Entnahme der 
Lésung geschah durch einen Glasheber, an den nach schlechten Erfahrun- 
gen mit ganz aus Gummi bestehenden Leitungen (Giftwirkungen der 
Gummiteile), Glasréhrchen mit kurzen Gummiverbindungen angeschlossen 
und zum Zuflufstutzen der Kammer gefiihrt wurden. In Abb. 2, die die 
Anordnung der Kammer mit Zu- uad Abfliissen zeigt, sind der Ubersicht- 
lichkeit wegen nur Gummileitungen verwendet worden. Als Gummischlauch 
fiir diese und fiir die AbfluRleitung wurde durchsichtiger Ventilgummi, 
wie fiir Fahrradventile verwendet, beniitzt, der vorher durch Fiillen und 
Auskneten mit einem Netzmittel von Talkum befreit war. 


Die Leitungen werden nun angeschlossen, das Vorratsgefaf auf etwa 
300—400 mm iiber die Héhe des Objekttisches des Mikroskops gebracht, die 
Kammer so gehalten, da der Abflufstutzen nach oben zeigt, und durch 
Saugen am Ende der Abflufleitung der Heber in Tatigkeit gebracht. Nach 
Fiillung der Kammer in dieser oder den Leitungen zuriickbleibende Luft- 
blasen miissen durch scharferes Saugen entfernt werden. Man spannt nun 
den die Kammer tragenden Objekttrager in den Objektfiihrungsapparat 
des Mikroskops und senkt das Vorratsgefaf. Die Membranoberflache in 
dieser Lage bildet das Bezugsniveau unserer weiteren Beschreibung. Die 
Membran der Kammer, und darin liegt die gréRte Schwierigkeit in deren 
Anwendung, stellt ein empfindliches Manometer fiir Druckschwankungen 
im System dar. Schon das Abtropfen der Lésung aus dem Ende der Ab- 
fluBleitung ruft stérende rhythmische Durchbiegungen der Membran her- 
vor. Wir schoben das Ende des ableitenden Gummischlauchs daher iiber 
ein spazierstockférmig gekriimmtes Roéhrchen und hangten dieses in ein 
vertikal eingespanntes Glasrohr von 8mm Weite ein, dessen Wand seine 
Miindung anliegt. Um die Membran frei von vertika!l angreifenden Kriaften 
zu machen, miissen — gleiche ReibungsgréRen in den Leitungen voraus- 
gesetzt -— Oberfliche der Lésung im VorratsgefaR und Ende der Abfluf- 
leitung gleiche Héhendifferenzen zum Nullniveau bekommen. Die dadurch 
erreichte Ebnung der Membran kann man an den Spiegelbildern etwa der 
Fenster des Laboratoriums an ihrer Oberflache iiberpriifen. Als Betriebs- 
druck fanden wir den durch eine Héhendifferenz von 5mm zwischen Vor- 
ratsfliissigkeit und Membran erzeugten fiir unsere Zwecke ausreichend. Er 
ergab einen Durchflu® von 10 bis 20 cm*/Stunde. Um den Niveauverlust 
im Vorratsgefa auszugleichen wurde die abflieRende Fliissigkeit in einem 
MeRzylinder aufgefangen und von Zeit zu Zeit ein entsprechendes Volumen 
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frischer Durchstrémungslésung in das VorratsgefaR nachgefiillt. Die da- 
durch erzeugte leichte Verschiebung in der Lage der Membran war fiir 
unsere Beobachtungen ohne Einflu&. Wo sie eine Rolle spielt, miiRte man 
entweder ein Gefaf mit groRer Bodenflache, z. B. einen Fernbachkolben, 
verwenden oder zu einer Niveau-Vorrichtung greifen. Als solche kommt, da 
ja Druckschwankungen vermieden werden sollen, wohl allein ein Uber- 
laufsniveau, wie es an Wasserbidern angebracht wird, in Frage. 

Ist der Durchflu& eingeregelt, so wischt man die Reste fliissigen Wassers 
mit einem Viscoseschwammchen von der Membran. Die Anordnung kann 
nun mit dem Objekt beschickt werden. Zweckmiafiger liRt man sie aber, 
besonders bei der ersten Inbetriebnahme, einige Stunden laufen, um sie 
sauber zu spiilen. SehlieBlich wird die das Objekt enthaltende Fliissigkeit 
in entsprechender Menge auf die Membran gegeben und mit einem Deck- 
glas bedeckt. Dieses kann nétigenfalls mit Glasfaden u. dgl. abgestiitzt 
werden. Beliebige Systeme bis etwa zur Wasserimmersion 90fach num. 
Ap. 1,20 von Leitz sind beniitzbar. Zur Beleuchtung eignet sich der achro- 
matische Kondensor num. Ap. 1,4 von Leitz nach Entfernung der Front- 
linse. Die Hinterglieder ergeben (nach freundlicher Auskunft der Firma 
Leitz) eine num. Ap. von 0,7, was geniigt, um die erwahnte Wasserimmer- 
sion bei Phasenobjekten voll zur Geltung zu bringen. 


Mit dieser Anordnung fiihrten wir im Herbst 1952 in List auf Syit 
Lebendbeobachtungen der Entwicklung zentrischer Meeresdiatomeen durch 
Die Objekte stammten aus Kulturen oder wurden dem Plankton entnom- 
men. Als Durchstrémungslésung fand mit etwas ,,Erd-Schreiber* versetztes 
Seewasser (1: 10 bis 1 : 20): Verwendung. Dabei trat im feuchten Seeklima 
keine stérende Konzentrierung der Lésung am Deckglasrande ein. Im Bin- 
nenland ist es nétig, fiir einen Verdunstungsschutz durch Abdecken des 
Spannringes mit einer fiir den Durchtritt: des Objektivs gebohrten Platte 
aus Glas oder Kunststoff zu sorgen oder das Deckglas auf der Membran 
anzuvaselinieren. Nach Uberwindung der Anfangsschwierigkeiten konnte 
die vegetative und sexuelle Entwicklung von zentrischen Diatomeen, wie 
Biddulphia mobiliensis, Lithodesmium und Melosira moniliformis in bis 
iiber 24 Stunden dauernden Beobachtungsreihen verfolgt werden. Von SiiB- 
wasseralgen lieen sich Synura und Dinobryon 24 Stunden am Leben er- 
halten. 

Durch entsprechende Abanderungen des Zuflufsystems ist es zweifel- 
los méglich, die Kammer auch zu langdauernden Versuchen iiber den Ein- 
flu& von Reagenzien auf das lebende Objekt zu verwenden. Auferdem 
diirfie, etwa durch Einschalten einer temperierten Schlange in die Zuflu&- 
leitung bei erhéhtem Durchstrom, auch die Beherrschung der Temperatur 
im Praparat méglich sein. 


Zusammenfassung 


Die beschriebene Durchstrémungskammer arbeitet mit einer zwischen 
zwei Plexiglasringe eingespannten Cellophanmembran, die zur hydrodyna- 
mischen Trennung, aber osmotischen Verbindung von Objekt und durch- 
flieRender Lésung dient. Sie erlaubt ungestérte, langdauernde Lebendbeob- 
achtungen kleiner Objekte selbst bei der Verwendung stiarkster Wasser- 
immersionen. 
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Numerical Aspects of Protein Molecules in Escherichia coli 


By 
0. L. Sponsler! and Jean D. Bath? 


Department of Botany 
University of California, Los Angeles 


(Received May 5, 1954) 


The question sometimes arises among microbiologists concerning the 
number of protein molecules in a single bacterium. Data are now available 
which make such computations for Escherichia coli, for example, relatively 
simple. A single E. coli organism is essentially a cylindrical rod-like 
structure of about 2 uw in length and 0.5 u in cross-sectional diameter. The 
volume of such a bacterium would be approximately 0.392 cubic microns; 
or since 1 cubic centimeter is equal to 1 < 10! cubic microns, the volume 
of one bacterium would be 0.392 X 10—” cubic centimeters. The next 
step is to obtain the weight of this bacterium. We can then obtain the 
weight of the protein which it contains and hence the number of protein 
molecules of a certain arbitrary size. The density of fresh E. coli has been 
shown experimentally to be 1.09 (Ruffilli 1933). Using this value and 
the volume of 0.392 X 10— cubic centimeters the computed weight of 
a single bacterium thus becomes 0.427 X 10—!2 gms. Of this roughly 15% 
(Porter 1946) or 0.064 X 10— gms. is protein. 


We can now estimate the total number of protein molecules in one 
bacterium. The proteins of the bacterial protoplasm will undoubtedly 
differ in molecular weights, but for the sake of ease of computation, let 
us assume that the proteins all have an arbitrary molecular weight of 
36,000 gms. Using Avogadro’s number, we know that 36,000 gms. of protein 
would consist of 6.03 X 1073 molecules, and hence 0.064 < 10—-” gms. of 
protein would contain 1,070,000 protein molecules. This is, of course, not 
to be regarded as a precise figure but simply as an indication of order of 
magnitude. A protein molecule of the molecular weight taken here would 
consist of about 300 amino acid residues and a total chain length of about 
1000 A. If not completely extended but folded into a cube, but not 
hydrated, it could form a cube of roughly 35—40 A on an edge. If hydrated, 
as it quite probably would be in the bacterial protoplasm, it could be 
more nearly a cube 50 A on an edge. 

We thus have the picture of a bacterial body 0.5 u X 2 « which contains 
approximately 1,070,000 protein molecules associated intimately into mole- 
cular and micellar patterns with the smaller molecules of lipids, nucleic 
acids and carbohydrates, and these in turn interspersed with water mole- 
cules and inorganic ions. Such a structure is considerably more complex 
than the Tobacco Mosaic virus, for example, which on the basis of similar 
computations can be shown to contain only about 600 protein molecules 


1 Deceased March 14, 1953. 
? Also of the Department of Biophysics, School of Medicine. 
Protoplasma, Bd. XLIV/3 





370 H. Drawert: Uber die Eignung zelleigener Anthocyane 


of comparable size. For the sake of easier visualization if we enlarge the 
bacterial cell, just mentioned, to a scale of 1 micron equal to 10 feet the 
bacterium would correspond to a cylinder of about 20 feet by 5 feet, the 
protein molecules. if globular, would be about 6 inches or the size of large 
grapefruits, and the water molecules about 0.4 inches or the size of small 
seeds. 

It would be of considerable interest to know the quantitative distribu- 
tion of this 1,070,000 protein molecules between the cell membrane, the 
heredity mechanisms, other enzyme complexes, etc.; also to know what 
proportion of these molecules are metabolically active at any instant and 
what proportion form only inert framework materials. The question also 
arises as to how many different and distinct protein species are present, 
and how many individuals there are of each species; that is, are there 
100 protein species and 1000 individuals of each species or 2000 protein 
species and varying numbers of individuals of each species, etc? As 
a matter of fact, we do not know that the bacterial protoplasm builds 
protein molecular species at all, but perhaps only more bacterial proto- 
plasm. Assuming for the moment, however. that it does build protein 
molecules which it in turn fits with other molecules into micellar mecha- 
nisms, it must do so at a very rapid rate. If the generation time from one 
adult bacterium to another is 23 minutes and each daughter cell on fission 
receives one-half or 535,000 protein molecules, then at some time in the 
23 minutes between adults an over-all number of 535,000 protein molecules 
must have been synthesized. Assuming a uniform rate this would amount 
to 21,400 protein molecules per minute! 
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Uber die Eignung zelleigener Anthocyane zur pH-Wert- 
Bestimmung des Zellsaftes 
Von 
Horst Drawert 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitat Berlin 


(Eingelangt am 27. Mai 1954) 


Fiir das Verstandnis vieler zellphysiologischer Vorgange ist die Kennt- 
nis der Wasserstoffionenkonzentration des Zellsaftes eine Voraussetzung. 
Es hat deshalb in der vergangenen Zeit nicht an zahlreichen Versuchen ge- 
mangelt, um den pH-Wert des Zellsaftes mit verschiedenen Methoden zu 
bestimmen. Unter ihnen nimmt das zelleigene Anthocyan mit seinen Indi- 
katoreigenschaften einen breiten Raum ein. Sehr wahrscheinlich liegen die 
Anthocyane, z. B. das Cyanin im sauren Bereich als rotes Oxoniumsalz und 
im alkalischen Bereich etwa als blaues Kaliumsalz, vor. Dazwischen kénnen 
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wir in vitro durch Abstufung des pH-Wertes eines Anthocyanextraktes alle 
Farbnuancen von Rot iiber Violett nach Blau herstellen. Vergleicht man den 
Farbton eines Blumenblattes mit einer auf diese Weise hergestellten Farb- 
skala, dann kann man den pH-Wert des Zellsaftes bestimmen. Folgende 
Zitate belegen, da diese Meinung auch heute noch von vielen Autoren 
vertreten wird. 

Cholnoky (1950, S. 117) schreibt: Ein in dieser Hinsicht vortreffliches 
Material habe ich in den Epidermiszellen der Bliitenblattunterseite von 
Senecio cruentus DC. (.Cineraria’ der Gartner) gefunden, wo man nach der 
allgemein geltenden Auffassung in roten Zellen eine niedrige, in blauen 
dagegen eine hohe (héhere) pH in den Vakuolen erwarten konnie*, und 
Bethe (1952, S. 127) fiihrt aus: Die Tatsache, daf es Pflanzenzellen mit 
saurer Reaktion gibt, ist unbestritten; zeigt es uns doch die Beobachtung 
unmittelbar und ohne experimentelle Eingriffe an Zellen, welche schon von 
Natur einen Indikator in sich bergen. Der haufigste Bliitenfarbstoff ist das 
Anthocyan (Willstatter), das bei saurer Reaktion leuchtend rot, bei 
neutraler oder alkalischer Reaktion aber tief blau ist. Den Farbstoff der 
roten Rose und der blauen Kornblume fand Willstiatter (1914) als iden- 
tisch, und Rohde (1917) fand an Prefsaften das pH der roten Rose zu 
ungefihr 5,5, das der Kornblume zu ungefahr 7.2." Vgl. ebenfalls Kiister 
(1951, S. 492). 

Hier muB darauf hingewiesen werden, da& wir heute zu so allgemeinen 
SchluBfolgerungen aus dem Farbton des zelleigenen Anthocyans iiber die 
Reaktion des Zellsaftes nicht mehr in der Lage sind. Besonders durch die 
Untersuchungen von Buxton und Darbishire (1929) sowie Smith (1933) 
wissen wir, daf es eine ganze Reihe von Pflanzen gibt, deren Anthocyane 
selbst im stark alkalischen Bereich nicht nach Blau umschlagen. Ferner 
miissen wir mit G. M. Robinson (1939) annehmen, daB der Farbiton eines 
Blumenblattes nicht nur durch den pH-Wert des Zellsaftes bestimmt wird, 
sondern dai darauf noch eine Anzahl anderer Faktoren einen EinfluB hat: 
dazu gehéren: Art und Konzentration des Anthocyans, das Verhaltnis von 
Anthocyankonzentration zur Konzeniration der Co-Pigmente aus der Tan- 
nin- und Flavonolgruppe sowie die Assoziation mit Zellsaftkolloiden 
— wahrscheinlich Polysacchariden —, die bei vielen Anthocyanen eine 
Farbtonanderung hervorruft. Besonders dem letzten Faktor scheint bei dem 
Zustandekommen der blauen Farbténe in den Blumenbliattern eine beson- 
dere Bedeutung zuzukommen. Entgegen den Angaben von Rokde (1917) 
stellte R. Robinson (1933) mit der Glaselektrode am Prefsaft der blauen 
Petalen der Kornblume einen pH-Wert von 4,9 fest. Das Cyanin-Anion 
mu also in der Zelle durch die Adsorption an ein Zellsaftkolloid stabilisiert 
werden, so daft es auch bei saurer Reaktion der wasserigen Phase den 
blauen Farbton beibehilt. 


Es sei darauf hingewiesen, daf bereits Atkins (1922/23) bei den blauen 
und roten Bliiten von Hydrangea aufmerksam machte, daf hier die ver- 
schiedenen Farbiéne nicht auf Indikatoreigenschaften des Anthocyans zu- 
riickzufiihren sind, da beide Bliitenarten in seinen Versuchen einen Pref- 
saft-pH-Wert von 4.0 bis 4,2 aufwiesen. Ferner schlof schon Kraus (1884) 
aus Titrationsbestimmungen, da® auch blauen Bliiten eine saure Gesamt- 
reaktion zukame. 


26+ 
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Von Smith (1933) besitzen wir Angaben iiber die pH-Werte des Zell- 
saftes verschiedener Farbspielarten von Cineraria hybrida hort. (= Sene- 
cio cruentus), geschlossen aus den Farbténen der zelleigenen Anthocyane. 
Smith kommt zu pH-Werten von 6,2 bis 7,4. Es war nun von Interesse, im 
Zusammenhang mit den Befunden von Robinson und dem erwihnten 
Zitat von Cholnoky, diese pH-Werte an Prefsaften elektrometrisch nach- 
zupriifen. 

Dazu wurden die Petalen der Strahlenbliiten roter und blauer Cinerarien 
eingefroren und im gefrorenen Zustand zerstoRen. Sofort nach dem Auf- 
tauen erfolgte die Messung des pH-Wertes am abfiltrierten, unverdiinnten 
Saft mit einer Mikroglaselektrode. Ein anderer Teil wurde mit Salzsiure 
bzw. mit Phosphatpuffergemischen versetzt und so entsprechend dem Vor- 
gange von Smith in Reagenzglasern eine Farbskala des Anthocyans her- 
gestellt. 

Zunachst konnte die Beobachtung von Smith bestatigt werden, daB die 
aus roten Bliiten gewonnene Anthocyanlésung nie nach Blau umschlagt. 
Die durch pH-Anderung erhaltene Farbskala entsprach véllig der von 
Smith auf Tafel V, Reihe 2 unter den .Red* anthocyanins fiir Cineraria, 
brick angefiihrten unbetrachtlichen Farbabstufungen von Rot nach Braun- 
rot. Das aus blauen Bliiten gewonnene Anthocyan zeigte dagegen — wieder 
in Ubereinstimmung mit Smith — gute Farbtonumschlage. Die pH-ab- 
hingigen Farbabstufungen nahmen etwa eine Mittelstellung ein zwischen 
den beiden von Smith auf Tafel VI gegebenen Farbreihen fiir Cineraria 
royal blue und Cineraria ,Woncler Queen’. Die elektrometrische Prefsaft- 
messung ergab aber fiir beide Spielarten tibereinstimmend einen 
pH-Wert von 5,4. Die von Smith angefiihrten unterschiedlichen pH- 
Werte sowie die Schlu@folgerungen von Cholnoky lassen sich also kaum 
aufrechterhalten. 

Andererseits wissen wir aber auch nicht, ob der pH-Wert des Prefsaftes 
mit dem pH-Wert des Zellsaftes der lebenden Zelle gleichzusetzen ist, wenn 
sich auch einige sehr nahe liegende Einwande entkraften lassen. So muf 
man unbedingt darauf hinweisen, da das Anthocyan vorwiegend nur in 
den Epidermiszellen lokalisiert ist. der PreRsaft schlieBt aber auch die Zel- 
len des Mesophylls mit ein, die vielleicht seine saure Reaktion bedingen. 
Diesem Einwand kann aber entgegengehalten werden. daf® das Anthocyan 
der blauen oder blauvioletten Bliiten im Prefsaft kaum eine Farbtonande- 
rung zeigte, die auf eine stairkere Ansaiuerung hatte hinweisen kénnen. 

Sehr wahrscheinlich liegen bei den blauen Cineraria-Bliiten ahnliche 
Verhilinisse vor: wie bei der Kornblume, d. h. daB hier den Zellsaftkolloi- 
den neben anderen Faktoren fiir den Farbton des Anthocyans eine gewisse 
Bedeutung zukommt. Ich erinnere in diesem Zusammenhang auch an die 
.vollen Zellsifte* im Sinne Héflers (1947) und ihren EinfluB auf den 
Farbton der von der Vakuole gespeicherten synthetischen Vitalfarbstoffe 
(Wiesner 1951). Gerade die Epidermen zeichnen sich ja haufig durch den 
Besitz voller Zellsafte aus. 

Es sei nochmals ausdriicklich betont, da& wir den gefundenen pH-Wert 
des Prefsaftes nicht ohne weiteres dem pH-Wert des Zellsaftes gleichsetzen 
diirfen, aber ebensowenig kénnen wir aus dem Farbton des zelleigenen 
Anthocyans, besonders der blauen Bliiten, zuverlassige Riickschliisse auf 
die cH des Zellsaftes ziehen. 
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Virus-Kristalle in Lilium 


Von 


Fried] Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 12. September 1954) 


Die aus Virus enthaltenden, gereinigten Pflanzensaften in vitro sich aus- 
scheidenden kristallinen Gebilde sind .,fibrous and not true crystals” 
(Bawden 1950: 43). Auch die in der lebenden Virus-infizierten Pflanzen- 
zelle auftretenden EinschluRkérper sind sehr haufig .Eiweiffibrillen- 
biindel*: so lassen insbesondere die Eiweifspindeln der Kakteen (Weber 
und Kenda 1952) nicht selten eine fibrillare Struktur erkennen. Edhte 
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Virus-EiweiBkristalle sind in der lebenden Zelle viel seltener beobachtet 
worden. Die Eiweifkristalle im Cytoplasma von Lilium Henryi, die W e- 
ber (1954) als ,.Viruskristalle* auffaRt, verdienen daher besondere Be- 
achtung. Am hiaufigsten finden sie sich in der Epidermis der reifenden 
Fruchtwand, jedoch ist ihr Vorkommen nicht auf die Frucht beschrankt. 
Sie treten auch in der Epidermis des Stengels auf sowie. wenn auch seltener, 
in der Oberhaut der Laubblatter.' Die Form und GréRe der Kristalle 
ist recht verschieden, es stehen derzeit nicht geniigend Pflanzen zur Ver- 
fiigung, um eine genauere kristallographische Untersuchung durchfiihren 
zu kénnen. Es herrschen Formen vor, die wahrscheinlich dem rhombischen 


Abb. 1. Eiweif-(Virus-)Kristalle aus der Epidermis der Fruchtknotenwand von 
Lilium Henryi. 


System angehéren, kurze Prismen und flache Plattchen kénnen vorkommen 
(Abb. 1). Molisch (1923) hat nach Zimmermann Proteinkristalle dieser 
Gestalt aus den Zellkernen von Melampyrum und von Russelia abgebildet. 
Wenn in einer Fruchtwandzelle von Lilium Henryi nur ein Kristall auf- 
tritt, so kann er betrachtliche Gréfe erreichen: hiaufig enthalt aber eine 
Zelle mehrere Kristalle, die kleiner sind und von. der Cytoplasma- 
strémung rascher in der Zelle umhergefiihrt werden. Durch die stetige 
Lageverinderung der Kristalle wird die photographische Aufnahme er- 
schwert. In der Epidermis der oberen Laubblatter sind die kristallinen 
EinschluBk6érper vielfach anders gestaltet, sie sind dort haufig schmale. 


t Auch in der Epidermis der Zwiebelschuppen sind sie zu finder, nicht aber 
in den Stomazellen. 
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ziemlich lange Spindeln. Unter der Einwirkung von Jodjodkali oder des 
Millonschen Reagens kontrahieren sich die Spindeln korkzieherartig und 
nehmen .,.rypanoplasten*-Gestalt an, ahnlich wie die Virus-Eiweifspin- 
deln von Rhipsalis (Weber 1951). 

Auch bei Lilium sutchuenense aus dem Botanischen Garten der Uni- 
versitat Graz wurden in der Fruchtwand-Oberhaut Eiweifkristalle ge- 
sehen; sie waren kleiner und ihre Kristallform war weniger gut ausgebildet 
als bei Lilium Henryi. 
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Referate 


Small, James: Modern Aspects of pH. With Special Reference to 
Plants and Soils. Mit 30 Fig. XI, 247 S. London: Bailliére, Tindall and 
Cox, 1954. 20s. net. 

In dem Vorwort zu diesem Buch, nach dem viele Hinde greifen werden, 
schreibt Small, der bereits 1929 eine monographische Darstellung iiber 
den groften Tatsachen- und Fragenkomplex Hydrogen Ion Concentration 
in Plant Cells and Tissues gegeben und die Wandlung des pH-Begriffes 
seither dauernd mit Interesse und Kritik verfolgt hat: The new pH is 
based upon an empirical standard as a result of the official recognition 
that what is being measured is not the concentration but the activity 
of hydrogen ions in relation to the activity of other associated ions. Die 
Reichbaltigkeit dieses neuen Buches ergibt sich auf den ersten Blick aus 
dem wohlgegliederten Verzeichnis seines Inhalts: History of the pH Scale. 
Estimation of pH Values. Buffer Systems. Buffer Index Values. pH and 
Cell-Sap. Carbon Dioxide Effects. Base Avidities of Surfaces and Non- 
Aqueovs Media. Environmental pH Relations. Buffer Capacity of Soil. 
Soil pH Values in Ecology. Water pH Values in Ecology and Soil-pH in 
Agriculture. Plant Hormones and pH. Enzymes and pH. pH and Suc- 
culents. pH in Industry. Im Anhang folgen pH Data for Some Micro- 
Organisms. Dissociation and Acids. Ein reiches Literaturverzeichnis be- 
schlieBt das Buch, das fiir den Zellphysiologen gleich wertvoll ist wie fiir 


den Okologen. 
F. Weber (Graz). 


Sex in Microorganisms. A symposium. 4 u. 362 S. Washington 1954. 


Ein Symposium, auf dem von berufenen Forschern iiber eine Reihe im 
Mittelpunkt des Interesses der Forschung iiber die Sexualitat der Mikro- 
organismen stehender Probleme berichtet wurde. Folgende Themen wurden 
erértert: Visconti: Genetic Recombination in’ Bacterial Viruses. 
Lederberg and Tatum: Sex in Bacteria: Genetic Studies, 1952—1954. 
Hutchinson and Stempen: Sex in Bacteria: Evidence from Mor- 
phology. Raper: Life Cycles, Sexuality and Sexual Mechanisms in the 
Fungi. Patrick: Sexuai Reproduction in Diatoms. Lewin: Sex in 
Unicellular Algae. Wenrich: Sex in Protozoa. Nanney: Mating Type 
Determination in Paramecium aurelia. Metz: Mating Substances and the 
Physiology of Fertilization in Ciliates. Wenrich: Comments on the 
Origin and Evolution of ..Sex“. Indem so das sexuelle Verhalten der wich- 
tigsten Typen der Mikroorganismen dargestellt wird, ergibt sich ein aus- 
gezeichneter Uberblick iiber die trotz aller Mannigfaltigkeit sich darbie- 
tenden gemeinsamen Ziige. 


F. Weber (Graz). 
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